Influence of Various Modifications on the Hybridisation Efficiency in a Modular

DNA-based Immobilisation System for Titanium Surfaces by Hänchen, Vanessa
  
 
Masterarbeit 
  
   
Frau B.Sc. 
Vanessa Hänchen 
 <  
Einfluss verschiedener Modifi-
kationen zur Steigerung der 
Hybridisierungseffizienz in ei-
nem modularen DNS-basierten 
Freisetzungssystem an          
Titanoberflächen 
  
Mittweida, 2014  
 

Fakultät  
Mathematik / Naturwissenschaften / Informatik 
  
Masterarbeit 
  
 
Einfluss verschiedener Modifi-
kationen zur Steigerung der 
Hybridisierungseffizienz in ei-
nem modularen DNS-basierten 
Freisetzungssystem an          
Titanoberflächen 
 
 
 
Autor: 
Frau B.Sc. Vanessa Hänchen 
 
Studiengang: 
Molekularbiologie/Bioinformatik 
  
Seminargruppe: 
MO12w1 
  
Erstprüfer: 
Frau Prof. Dr. Petra Radehaus 
 
Zweitprüfer: 
Herr Prof. Dr. Dieter Scharnweber 
 
 
 
Mittweida, 2014 
 

Bibliografische Beschreibung: 
Hänchen, Vanessa 
Einfluss verschiedener Modifikationen zur Steigerung der Hybridisierungseffizi-
enz in einem modularen DNS-basierten Freisetzungssystem an Titanoberflä-
chen. 2014. 60 Seiten, 29 Abbildungen, 3 Tabellen, Hochschule Mittweida, Fa-
kultät Mathematik/Naturwissenschaften/Informatik. Anfertigung der Arbeit am 
Max-Bergmann-Zentrum für Biomaterialien, TU Dresden. Masterarbeit, 2014 
 
 
 
 
 
 
 
 
Englischer Titel: 
Influence of Various Modifications on the Hybridisation Efficiency in a Modular 
DNA-based Immobilisation System for Titanium Surfaces 
 
 
Kurzbeschreibung: 
Um die Revision titanbasierter Knochenimplantate zu vermindern, wurde ein 
Nukleinsäure-basiertes Immobilisierungssystem entwickelt. Dabei werden ein-
zelsträngige DNS-Sequenzen als Ankerstränge (AS) regioselektiv in die anodi-
sche Oxidschicht von Titan eingebaut. Die Doppelstrangbildung der DNS wird 
genutzt, um Gegenstränge, welche mit bioaktiven Molekülen konjugiert sind, an 
der Titanoberfläche zu fixieren und in vivo kontrolliert freizusetzen. 
Um eine Schädigung der Hybridisierungssequenz der AS durch Wechselwirkun-
gen mit der Titanoberfläche zu minimieren wurden kurze ssDNS-Sequenzen als 
laterale Spacer eingeführt und deren Einfluss auf die Hybridisierbarkeit der AS 
analysiert. Weiterhin wurde die Hybridisierbarkeit der AS mit verschiedenen Ge-
gensträngen und unter variierten Hybridisierungsbedingungen charakterisiert.  
 
 
Inhaltsverzeichnis
Inhaltsverzeichnis
Abbildungsverzeichnis III
Tabellenverzeichnis IV
Abk[Pleaseinsertintopreamble]rzungsverzeichnis V
1 Einleitung 1
1.1 Eigenschaften von Luftpassivschichten . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
1.2 Bildung anodischer Oxidschichten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
1.3 Implantate in Gewebekontakt - Einfluss von Oberfla¨chenmodifizierungen 3
1.4 Oberfla¨chenmodifizierungen fu¨r Implanatate in Knochenkontakt . . . 4
1.5 Immobilisierung von bioaktiven Moleku¨len mittels Oligodesoxyribonukleotid-
System . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
2 Zielstellung 7
3 Materialien 9
3.1 Chemikalien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
3.2 Arbeitslo¨sungen und Puffer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
3.3 Untersuchungsmaterial . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
3.4 Gera¨te . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
4 Methoden 14
4.1 Vorbereitung der Titanoberfla¨che . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
4.2 Oberfla¨chenmodifizierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
4.3 Sterilisierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
4.4 Hybridisierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
4.5 Quantifizierung der immobilisierten Stra¨nge mittels radioaktiver Mar-
kierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
4.6 Rasterelektronenmikroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
5 Ergebnisse 18
5.1 Rasterelektronenmikroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
5.2 Immobilisierung von Ankerstrang mit Zusatz von Spacer . . . . . . . 19
5.2.1 Quantifizierung von Ankerstrang und Spacer . . . . . . . . . . 19
I
Inhaltsverzeichnis
5.2.2 Adsorptionsmethoden bei Spacerzusatz . . . . . . . . . . . . . 21
5.2.2.1 Adsorptionszeit bei simultaner Adsorption . . . . . . 21
5.2.2.2 Sequentielle Adsorption von Ankerstrang und Spacer 23
5.2.2.3 Hybridisierung bei sequentieller Adsorption . . . . . 25
5.2.2.4 Vergleich von Adsorptionsmethoden bei Hybridisie-
rung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
5.3 Untersuchungen zur Hybridisierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
5.3.1 Hybridisierung verschiedener Gegenstra¨nge . . . . . . . . . . . 28
5.3.2 Modifizierung von Hybridisierungsbedingungen . . . . . . . . . 30
5.3.3 Modifizierung der Probenvorbereitung auf Sterilisierung . . . . 34
6 Diskussion der Ergebnisse 36
6.1 Adsorption in Anwesenheit des Spacers . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
6.1.1 Oberfla¨chenbelegung bei simultaner Adsorption . . . . . . . . 36
6.1.2 Oberfla¨chenbelegung bei sequentieller Adsorption . . . . . . . 38
6.2 Hybridisierung von verschiedenen Gegenstra¨ngen . . . . . . . . . . . 42
6.3 Modifizierung der Bedingungen zur Hybridisierung . . . . . . . . . . . 45
6.4 Sterilisierungsbedingungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
6.5 Einflussfaktoren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48
7 Zusammenfassung und Ausblick 50
8 Summary 52
Literaturverzeichnis VIII
Anhang IX
A.1 Voruntersuchungen des Ankerstrangs . . . . . . . . . . . . . . . . . . IX
A.2 Kinetik der Belegungsdichte bei sequentieller Adsorption . . . . . . . X
A.3 Kinetik des Hybrids bei sequentieller Adsorption . . . . . . . . . . . . XI
Danksagung XIII
Selbststa¨ndigkeitserkla¨rung XIII
II
Abbildungsverzeichnis
Abbildungsverzeichnis
1 Modell des ODN-basierten Immobilisierungssystem. . . . . . . . . . . 6
2 Immobilisierung und Hybridisierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
3 Prinzip der radioaktiven Markierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
4 Elektrochemiezelle . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
6 Belegungsdichte des Ankerstrangs und ko-immobilisierten Spacers . . 20
7 Belegungsdichte des Spacers . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
8 Variation der Adsorptionszeit . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
9 Kinetik von Ankerstrang und Spacer bei Variation der Adsorptionszeit 23
10 Belegungsdichte nach sequentieller Adsorption . . . . . . . . . . . . . 24
11 sequentielle und simultane Adsorption . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
12 Hybridisierung bei sequentieller Adsorption . . . . . . . . . . . . . . . 26
13 Hybridisierung bei verschiedenen Adsorptionsmethoden . . . . . . . . 27
14 Vergleich von Gegenstra¨ngen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
15 Hybridisierungseffizienz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
16 Hybridisierungsbedingungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
17 Hybirdisierungsbedingungen - Kinetik und Stabilita¨t . . . . . . . . . 32
18 Belegung mit GS vs. Zeit-unsteril1, 0,8 µmol/l Ankerstrang . . . . . . 33
19 Belegung mit GS vs. Zeit-unsteril, 1,6 µmol/l Ankerstrang . . . . . . 33
20 Vorbereitung zur Sterilisierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
21 Belegung mit GS vs. Zeit-steril, 0,8 µmol/l AS . . . . . . . . . . . . . 35
22 Modell Spacer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
23 Modell sequentielle Adsorption . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
24 Quantifizierung von Ankerstrang . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . IX
25 Kinetik der Ankerstrangbelegung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . IX
26 Kinetik von Ankerstrang und 1,2 µmol/l Spacerkonzentration . . . . X
27 Kinetik von Ankerstrang und 0,2 µmol/l Spacerkonzentration . . . . X
28 Kinetik von GS bei sequentieller Adsorption mit 0,2 µmol/l Spacer-
konzentration . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . XI
29 Kinetik von Hybrid bei sequentieller Adsorption mit 1,2 µmol/l Spacer-
konzentration . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . XI
III
Tabellenverzeichnis
Tabellenverzeichnis
1 Chemikalien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
2 Arbeitslo¨sungen und Puffer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
3 DNS-Sequenzen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
IV
Tabellenverzeichnis
Abku¨rzungsverzeichnis
AES Augerelektronenspektroskopie
AFM Atomic Force Microscopy, Atomkraftmikroskopie
AS Ankerstrang
BMP Bone Morphogenetic Protein, Morphogenetische Knochenproteine
c.p. commercially pure, komerziell rein
DNS Desoxyribonukleinsa¨ure, engl. DNA
dsDNS double stranded DNS, doppelstra¨ngige DNS
EtOH Ethanol
EZM Extrazellula¨re Matrix
GS Gegenstrang/komplementa¨rer Strang
HE Hybridisierungseffizienz
IEP Isoelektrischer Punkt
MCH Mercaptohexanol
Mg Magnesium
NaAc Natriumacetat
OEG Oligoethylenglycol
ODN Oligodesoxyribonukleotid
PAL Protein Adsorption Layer, Proteinadsorptionsschicht
SAM self-assembled monolayer, dt. selbstorganisierende Monoschicht
ssDNS singele stranded DNS, einzelstra¨ngige DNS
XPS X-ray photoelectron spectroscopy,
Ro¨ntgenphotoelektronenspektroskopie
V
 
1 Einleitung
1 Einleitung
Ziel eines Knochenimplantates ist die feste und langzeitstabile Integration des ein-
gebrachten Materials in das Knochengewebe. Die Osteointegration beschreibt dabei
den Prozess der Verankerung eines Biomaterials in Knochen. Das Material steht
dabei in engem Kontakt zum natu¨rlichen, lebenden Knochengewebe und kann funk-
tionell belastet werden (Larsson et al. (2001)). Um die notwendige Stabilita¨t zu
erlangen, ist eine ausreichende Mineralisierung des zu u¨berbru¨ckenden Zwischen-
raumes notwendig. Mikrobewegungen wa¨hrend der initialen Einheilung fu¨hren zu
einer Einkapselung durch fibro¨ses Gewebe und verhindern damit oftmals die funk-
tionelle Integrita¨t des Implantates. Fru¨hzeitige Implantatrevisionen treten vor allem
bei Patientengruppen mit bestimmten Risikofaktoren auf. Dazu geho¨ren systemische
Krankheiten, wie Osteoporose und Diabetes, vorherige Strahlenbehandlungen oder
das Rauchen. Weitere Ursachen fu¨r ein Implantatversagen sind Sto¨rungen der Vas-
kularisierung oder zu geringe Knochenmasse aufgrund eines Ungleichgewichtes im
Knochen-Remodeling (Michael et al. (2006); v. Steenberghe et al. (2003); Beutner
et al. (2010)).
Durch das zunehmende Lebensalter der Bevo¨lkerung ist es notwendig, dass auch
Implantatmaterialien u¨ber la¨ngere Einsatzzeiten ohne Probleme im Knochengewebe
integriert sind.
Wegen ihrem hervorragenden Korrosionsverhalten und den gu¨nstigen mechanischen
Eigenschaften werden Titan-basierte Materialien ha¨ufig als Werkstoff fu¨r medizi-
nische Implantate gewa¨hlt. Da das biologische System in direktem Kontakt zur
Oxidschicht steht, sind die physiko-chemischen Eigenschaften dieser Schicht von be-
sonderer Bedeutung (Scharnweber et al. (2002); Textor et al. (2001)). Im Folgenden
werden die fu¨r das hier behandelte Immobilisierungssystem relevanten Eigenschaften
der Luftpassivschichten von Reintitan und die Vorga¨nge bei der Formierung anodi-
scher Oxidschichten beschrieben.
1.1 Eigenschaften von Luftpassivschichten
In sauerstoffhaltiger Umgebung bilden sich auf Titanbasislegierungen spontan Luft-
passivschichten. Durch Ro¨ntgenphotoelektronen- und Augerelektronenspektroskopie-
Analysen (XPS,AES) konnte gezeigt werden, dass die Luftpassivschicht hauptsa¨chlich
aus Titandioxid besteht, wobei auch Sauerstoffdefekte in der Gro¨ßenordnung von
1020/cm auftreten (Lausmaa et al. (1990)). Damit la¨sst sich die allgemeine Struk-
1
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turformel mit TiO2−n angeben. Die Luftpassivschicht besitzt n-halbleitende Eigen-
schaften mit einer strukturabha¨ngigen Bandlu¨cke von 3,0 bis 3,2 eV (Beutner (2011);
Scharnweber et al. (2002)). Die Sauerstoffdefekte ermo¨glichen eine versta¨rkte Elek-
tronenleitfa¨higkeit. Wie im folgenden Abschnitt gezeigt wird, hat das Auswirkungen
auf die Bildung anodischer Oxidschichten.
Verschiedene Quellen berichten von einer partiell hydroxylierten Oberfla¨che der
Luftpassivschicht (Boehm and Herrmann (1967)). Dabei sind bereits Konzentra-
tionen von Hydroxylgruppen von 9,6 – 12 /nm2 mittels XPS-Analysen nachgewie-
sen worden (McCafferty and Wightman (1998)). Protonen ko¨nnen durch Kationen
und Hydroxyl-Ionen durch Anionen ausgetauscht werden (Hiemstra and Riemsdijk
(1996)). Damit besitzt die Oxidschicht einen amphoteren Charakter. Die Ladungs-
verha¨ltnisse an der Oberfla¨che werden vom pH-Wert und der Elektrolytkonzentra-
tion beeinflusst (Beutner (2011)). Der isoelektrische Punkt (IEP) ist der pH-Wert,
bei dem sich die Oberfla¨che elektrisch neutral verha¨lt. Die Oberfla¨che ist fu¨r pH-
Werte unter dem IEP positiv, fu¨r pH-Werte u¨ber dem IEP negativ geladen. Fu¨r
Luftpassivschichten von Reintitan wurde ein IEP von 4, 5± 0,1 ermittelt (Ro¨ßler
et al. (2002)).
1.2 Bildung anodischer Oxidschichten
Durch anodische Polarisation in wa¨ssrigen Elektrolyten ko¨nnen die nativen Oxid-
schichten verdickt werden. Die Eigenschaften anodischer Oxidschichten sind mit
denen der Luftpassivschichten vergleichbar. Durch die n-leitenden Eigenschaften
der Oxidschicht erfolgt der Ladungstransport u¨ber Migration von Titan-Ionen in
Richtung Grenzfla¨che Metall/Oxid und u¨ber Sauerstoff-Ionen aus dem Elektroly-
ten, die durch die Hydrolyse von Wasser generierte wurden, in Richtung Grenz-
fla¨che Oxid/Elektrolyt. Es kommt zu einem Wachstum an beiden Grenzfla¨chen
((Beutner, 2011), (Scharnweber et al., 2002)). An der Grenzfla¨che Metall/Oxid
entsteht in einer Festphasenreaktion eine kompakte Sperrschicht. An der Grenz-
fla¨che Oxid/Elektrolyt erfolgt die Schichtbildung u¨ber eine mehrstufige Hydrolyse
von Titanionen. Parallel zur Oxidschichtverdickung fu¨hrt die inha¨rente Elektronen-
leitfa¨higkeit zu einer Sauerstoffentwicklung an der Grenzfla¨che Oxid/Elektrolyt, bei
deren Zwischenschritten reaktive Sauerstoffspezies entstehen. Die Vorga¨nge an der
Grenzfla¨che Oxid/Elektrolyt fu¨hren zur Entstehung einer poro¨sen a¨ußeren Oxid-
schicht ((Aladjem, 1973), (Kunze et al., 2005), (Vanhumbeeck and J.Proost, 2009)).
Generell wird das Oxidschichtwachstum durch die Hochfeldtheorie beschrieben, nach
der die Schichtdicke linear vom Potential abha¨ngig ist. Das Wachstum wird mit ca. 2
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nm/V angegeben (Khalil and Leach (1986)). Fu¨r das untersuchte Immobilisierungs-
system ist das Wachstum an der Grenzfla¨che Oxid/Elektrolyt entscheidend. Unter
den hier verwendeten Bedingungen kann man von einem Schichtwachstum an dieser
Grenzfla¨che von ca. 1 nm/V ausgehen.
1.3 Implantate in Gewebekontakt - Einfluss von
Oberfla¨chenmodifizierungen
Sofort nach Einbringung des Implantates in den Organismus kommt es zur Bele-
gung der Implantatoberfla¨che mit Wasser und Ionen, worauf eine unspezifische Ad-
sorption von Plasmaproteinen erfolgt. Diese Proteinadsorptionsschicht (PAL) gilt
als Schlu¨sselelement zwischen der Materialoberfla¨che und dem biologischen System.
Da Zellen u¨ber die PAL in Kontakt mit dem Implantat treten, besitzt die PAL
einen entscheidenden Einfluss auf die Vertra¨glichkeit des Biosystems auf das Im-
plantat. Die Anordnung und Zusammensetzung der Proteine dieser Schicht wieder-
um ha¨ngen von Interaktionen der Proteine mit der Implantatoberfla¨che ab. Dabei
spielen energetische Interaktionen, elektrische Ladungen oder Interkationen von Io-
nen und PAL durch Abbau- und Korrosionsprozesse eine Rolle. Je nach Substrat,
Umgebungsgewebe und anderen Faktoren kommen diese Interaktionen verschieden
schwer zum Tragen (Scharnweber et al. (2009); Beutner (2011); Tengvall (2001))
und beeinflussen die Proteine in ihrem Adsorptionsverhalten und in ihrer Konfor-
mation. Adha¨rierende Zellen werden von der teilweise denaturierten PAL beeinflusst
und a¨ndern ihr Adha¨sions-, Proliferations- oder Differentationsverhalten und damit
die aktive Remodellierung der Extrazellula¨ren Matrix (EZM) (Beutner et al. (2010);
Thevenot et al. (2008)).
Eine generelle Charakterisieurng von Proteinen der PAL ist schwer zu realisieren,
da mit der Vorbehandlung der Proben, verschiedenen Titanlegierungen und ver-
schiedenen experimentellen Ansa¨tzen eine Vielfalt an mo¨glichen Proteinen anlagern
kann. Mittels in vitro Experimenten fand man an Titanoberfla¨chen beispielsweise
Serumalbumin, Fibrinogen, Fibronectin oder Immunglobulin G. Da diese Proteine
als Rezeptoren fungieren, kann man an ihnen ableiten, welche Zellen an die PAL
adha¨rieren (Tengvall (2001)).
3
1 Einleitung
1.4 Oberfla¨chenmodifizierungen fu¨r Implanatate in
Knochenkontakt
Aus den oben genannten Tatsachen (Abschnitt 1.3) ergeben sich drei Bedu¨rfnisse an
Oberfla¨chenmodifizierungen: einerseits die Verhinderung unspezifischer Adsorption
sowie Denaturierung von Proteinen, andererseits die Anziehung von gewebsspezi-
fischen Zellen oder Progenitorzellen, welche sich dem Gewebe entsprechend diffe-
renzieren und zuletzt die Induktion von Heilungsprozessen durch das Aussenden
biochemischer Signale (Beutner et al. (2010)).
Durch Techniken wie bspw. Sandstrahlung, Sa¨urea¨tzung oder Deposition von Kalzi-
umphosphat kann eine Titanoberfla¨che morphologisch und chemisch modifiziert und
das Adsorptionsverhalten von Proteinen beeinflusst werden. Um die Zelladha¨sion
spezifisch zu beeinflussen, werden bioaktive Moleku¨le an der Oberfla¨che immobili-
siert. Dazu existieren einige etablierte Methoden wie die Adsorption von Moleku¨len
an der Oberfla¨che oder eine kovalente Kopplung. Eine adsorptive Immobilisierung
von Proteinen ist jedoch mit schwachen Wechselwirkungen verbunden und hat eine
zu schnelle Freisetzung der Komponenten zur Folge. Zudem ko¨nnen Peptide und
Proteine zum Teil Konformationsa¨nderungen eingehen und ihre Aktivita¨t verlie-
ren oder a¨ndern, sodass es zu unerwu¨nschten Zell- und Gewebereaktionen kommt.
Eine kovalente Ankopplung bringt zusa¨tzliche chemische Modifikationen der Ober-
fla¨chen oder der bioaktiven Moleku¨le mit sich. Vor Verwendung dieses Systems muss
gewa¨hrleistet sein, dass die Biomoleku¨le nicht bescha¨digt und in vivo keine toxischen
Reaktionen ausgelo¨st werden. Beide Techniken besitzen den Nachteil nur geringe
Mengen immobilisieren zu ko¨nnen. Zur Lo¨sung der genannten Nachteile wurde ein
modulares System entwickelt, welches die Doppelstrangbindung von DNS als Immo-
bilisierungsprinzip fu¨r Oligodesoxyribonukleotide nutzt (Beutner et al. (2009)).
1.5 Immobilisierung von bioaktiven Moleku¨len mittels
Oligodesoxyribonukleotid-System
Dieses System verwendet Oligonukleotidstra¨nge (ODN) als Ankermoleku¨le und baut
diese regioselektiv in die anodisch verdickte Oxidschicht ein. Im weiteren Verlauf
werden komplementa¨re Oligonukleotidsequenzen (Gegenstra¨nge, GS) mit den Hy-
bridisierungssequenzen der immobilisierten Ankerstra¨ngen (AS) hybridisiert und in
vivo freigesetzt. Im Folgenden wird der prinzipielle Prozess der Biofunktionalisie-
rung der Oberfla¨che beschrieben und mittels Abbildung 1 verdeutlicht.
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1. Die zu verankernden Moleku¨le werden auf die Titanproben aufgebracht. U¨ber
eine 5’-Phosphatgruppe erfolgt die Adsorption der Moleku¨le an die spontan
gebildete Luftpassivschicht (Abb. 1(a)).
2. Im na¨chsten Schritt wird eine anodische Polarisation durchgefu¨hrt. Durch die
Verdickung der Oxidschicht wa¨hrend der anodischen Polarisation werden die
zuvor adsorbierten Moleku¨le nun an der Oberfla¨che fixiert (Abb. 1(b)). Es
ko¨nnen verschiedene Arten des Einbaus eintreten. Dabei sollten die AS intakt
bleiben, d.h. die Hybridisierungssequenz darf nicht in die Oberfla¨che eingebaut
werden. Es besteht die Mo¨glichkeit einer Interaktion des Phosphatru¨ckgrates
mit der Materialoberfla¨che.
3. Nach dem Einbau der Desoxyribonukleinsa¨ure (DNS)-Sequenz in die Oxid-
schicht sollte eine Sterilisierung erfolgen, um eine Abto¨tung pathogener Keime
zu gewa¨hrleisten.
4. Es erfolgt eine Hybridisierungsreaktion (Abb. 1(c)), wobei eine Watson-Crick-
Basenpaarung komplementa¨rer Gegenstra¨nge stattfindet. Den komplementa¨ren
Stra¨ngen kommen aufgrund ihrer Konjugation mit funktionellen Biomoleku¨len
spezielle Eigenschaften zu. Als Biomoleku¨le ko¨nnen Proteine (z.B. Wachstums-
faktoren, RGD-Peptide), Medikamente (Antibiotika oder Antiinflammatorika)
oder funktionelle Nukleinsa¨uren eingesetzt werden.
5. Nach der Einbringung des funktionalisierten Implantats in den Organismus
ko¨nnen die Biomoleku¨le freigesetzt werden oder als Rezeptoren zur Anlage-
rung von Osteoblaten dienen (Abb. 1(d)). Das Gewebe kann direkt mit dem
Wirkstoff interagieren oder indirekt nach der Freisetzung des Wirkstoffes rea-
gieren.
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(a) Schritt 1: 5’-terminale Phos-
phatgruppen (gelb) ermo¨glichen
den einzelstra¨ngigen Ankermo-
leku¨len die Adsorption an die
Luftpassivschicht der Titano-
berfla¨che.
(b) Schritt 2: Durch die anodi-
sche Polarisation wurde die na-
tive Luftpassivschicht verdickt.
Die AS wurden partiell in die
Oxidschicht eingebaut.
(c) Schritt 4: Hybridisierung
der fixierten AS mit komple-
menta¨rer ss-DNS (GS) und
konjugierten Biomoleku¨len.
(d) Schritt 5: Die Osseointegration wird
gefo¨rdert, indem bioaktive Moleku¨le, wie
Wachstumsfaktoren oder Medikamente,
freigesetzt werden, oder Osteoblasten
(orange) an Rezeptormoleku¨le (gelb) bin-
den.
Abbildung 1: Modell des ODN-basierten Immobilisierungssystems. Modifiziert nach
Michael et al. (2009).
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2 Zielstellung
In Vorarbeiten zum Thema der Immobilisierung von AS an Titanoberfla¨chen wur-
de die zusa¨tzliche Immobilisierung von kurzen, einzelstra¨ngigen DNS-Sequenzen
(Spacer) untersucht. Diese sollten als Abstandshalter zwischen den Ankerstra¨ngen
dienen, sodass die Hybridisierungsbereiche der AS fu¨r eine Hybridisierung mit Ge-
genstra¨ngen frei liegen und eine optimale Hybridisierung erfolgen kann. Dabei konnte
kein Effekt der Spacer auf die Hybridisierbarkeit der Ankerstra¨nge festgestellt wer-
den. In folgendem Diagramm ist erkennbar, dass bei gleichen Konzentrationen die
immobilisierte Menge an AS abnimmt, wenn die Immobilisierung mit zunehmen-
der Menge an Spacermoleku¨len durchgefu¨hrt wird (Abb. 2). Aufgrund der geringen
Verdra¨ngung der AS war daher zu vermuten, dass sich der Spacer tatsa¨chlich auf
der Oberfla¨che befindet und die AS ra¨umlich voneinander trennt. In anschließenden
Hybridisierungsexperimenten konnte zudem festgestellt werden, dass die sich Menge
an gebildetem Hybrid nicht von ko-immobilisiertem Spacer beeinflussen la¨sst. Die
Hybridisierungseffizienz wird als das prozentuale Verha¨ltnis der Belegungsdichten
von Gegenstrang und Ankerstrang definiert. Bei verschiedenen Konzentrationen an
AS mit variierender Spacerkonzentration unterscheiden sich die Hybridisierungseffi-
zienzen nicht (Abb. 2).
Abbildung 2: Immobilisierung und Hybridisierung. Verschiedene Spacerkonzentra-
tionen wurden mit den AS-Konzentrationen 0,4 µmol/l, 0,8 µmol/l und 1,6 µmol/l
zur Immobilisierung kombiniert und die Ankerstrangmenge auf der Probe festge-
stellt (a). Dazu wurden Hybridisierungsexperimente durchgefu¨hrt (b). Die Hybri-
disierungseffizienz ist fu¨r jedes Hybrid angegeben.
Schlussfolgernd konnte festgestellt werden, dass die Oberfla¨chendichte zwar durch
den Spacer erho¨ht wurde, die AS aber keine erho¨hte Hybridisierungsfa¨higkeit ge-
zeigt haben. In Desorptionsuntersuchungen konnte ebenfalls nicht festgestellt wer-
den, dass ein Spacer zu stabilen Hybriden fu¨hrt. Durch die Quantifizierung der
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Spacermenge sollen in folgenden Experimenten Aussagen u¨ber das Adsorptions- und
das Desorptionsverhalten der Spacer gewonnen werden. Dazu werden bereits unter-
suchte Oberfla¨chenzusta¨nde erneut hergestellt und untersucht. Außerdem bietet es
sich an, andere Methoden des Adsorptionsvorganges zu untersuchen. Damit soll
festgestellt werden ko¨nnen, ob eine Verdra¨ngung der kurzen Spacerstra¨nge durch
la¨ngere Ankerstra¨nge erfolgt. Durch Hybridisierungsexperimente soll anschließend
eine Aussage u¨ber die Stabilita¨t und die Hybridisierungseffizienz gebundener Ge-
genstra¨nge erlangt werden. Ein weiterer Schritt zur Optimierung des DNS-basierten
Immobilisierungssystems liegt in der Variation des Freisetzungsverhaltens der GS
mit den jeweiligen aktiven Moleku¨len. In Hybridisierungsexperimenten sollen daher
verschiedene GS untersucht werden, um die gebildeten Hybride hinsichtlich ihrer
absoluten Menge auf der Titanoberfla¨che und die freigesetzten GS zu charakteri-
sieren. Bei der Auswahl an Gegenstra¨ngen ko¨nnen Faktoren wie die GS-La¨nge, die
Anzahl der komplementa¨ren Basen und die Basenzusammensetzung eine Rolle spie-
len. Zudem sollen verschiedene Hybridisierungsbedingungen realisiert werden, um
deren Einfluss auf die Hybridbildung sowie die Freisetzung von GS zu untersuchen.
Mit der Kontrolle der Stabilita¨t von Hybriden ko¨nnte zuku¨nftig ein regulierbares
Freisetzungssystem in vivo ermo¨glicht werden. Fu¨r eine Anwendung des Immobili-
sierungssystems in der Praxis ist der Vorgang der Sterilisierung notwendig. Dieser
hat jedoch eine teilweise Scha¨digung des AS zur Folge. Um diese zu minimieren,
sollen Experimente mit verschieden vorbehandelten Proben durchgefu¨hrt werden.
Durch die Beschichtung von Implantatoberfla¨chen mit bioaktiven Moleku¨len sollen
zuku¨nftig zellspezifische Reaktionen hervorgerufen werden ko¨nnen. Somit kann der
Einbau des Knochenimplantates in das natu¨rliche Gewebe induziert werden. Mit
der Auswahl an mo¨glichen Biomoleku¨len soll weiterhin eine patientenspezifische Be-
schichtung ermo¨glicht werden, um die Chancen der Integration des Implantates zu
verbessern.
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3.1 Chemikalien
Tabelle 1: Verwendete Chemikalien und deren Herkunft.
Chemikalien Herkunft/Firma
Agarose, Typ 1 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Dinatriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt
Essigsa¨ure VWR, Darmstadt
Ethanol (EtOH) VWR, Darmstadt
Kaliumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt
Magnesiumchlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Natriumacetat (NaAc) Merck, Darmstadt
Natriumchlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Natriumdihydrogenphosphat Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Natriumhydroxid Carl Roth GmbH+Co KG, Karlsruhe
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3.2 Arbeitslo¨sungen und Puffer
Tabelle 2: Verwendete Arbeitslo¨sungen und Puffer. Alle Lo¨sungen wurden vor Ver-
wendung autoklaviert.
Arbeitslo¨sung/Puffer Zusammensetzung
Agarosegel fu¨r Stromschlu¨ssel 2% w/v Agarose in 2 M Natriumacetat (NaAc)-Puffer
lo¨sen (200◦C)
Pumpschlauch mit Agarose befu¨llen
Abku¨hlung des Schlauches in H2O
Aufbewahrung in 2 M NaAc-Puffer
Elektrolytlo¨sung 0,5 M NaAc-Puffer
5 M Ethanol (EtOH)
pH 4,0
Hybridisierungs-Puffer, 10x 1,54 mol/l NaCl
0,017 mol/l KH2PO4
0,05 mol/l Na2HPO4•2H2O
in entionisiertem H2O lo¨sen
mit 2 M NaOH pH 6,85 einstellen
Desorptions-Puffer 1x PBS
verdu¨nnt mit entionisiertem H2O
NaAc-Lo¨sung, 2 M 2˜00 ml 2 M Essigsa¨ure vorlegen
mit 2 M NaAc-Lo¨sung pH 3,5 einstellen
PBS, 10x 1,369 mol/l NaCl
26,83 mmol/l KCl
101,41 mmol/l Na2HPO4•2H2O
17,63 mmol/l KH2PO4
in entionisiertem H2O lo¨sen
pH 7,4
PBS kaliumfrei,10x 1,4 mol/l NaCl
0,1 mol/l Na2HPO4•2H2O
0,018 mol/l NaH2PO4
in entionisiertem H2O lo¨sen
pH 7,37
3.3 Untersuchungsmaterial
Die untersuchten Probenscheiben aus Reintitian (commercially pure, c.p.) wurden
von der Firma KLS Martin in Tuttlingen, Baden-Wu¨rttemberg, hergestellt. Die
sandgestrahlten Rundko¨rper besaßen einen Durchmesser von 14,7 mm und waren 2
mm dick. Beschichtet wurde eine Oberfla¨che von 1,13 cm2.
10
3 Materialien
Die fu¨r die Versuche verwendeten DNS-Einzelstra¨nge sind in folgender Tabelle auf-
gefu¨hrt.
Tabelle 3: Verwendete DNS-Stra¨nge und deren Sequenzen.
Nomenklatur Sequenzabfolge La¨nge
AS 5‘-AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 60 mer
CCAAACCCGTCAATCAAGTCTACACTGTTC-3‘
Spacer 5‘-AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA-3‘ 30 mer
GS25 (GS) 3‘-TTTGGGCAGTTAGTTCAGATGTGAC-5‘ 25 mer
GS20 (GS) 3‘-GCAGTTAGTTCAGATGTGAC-5‘ 20 mer
GS25/3F
(GS)
3‘-TTTCGGCTGTTTGTTCAGATGTGAC-5‘ 25 mer
GS25/nk(GS) 3‘-TGCTGGAGGATTATTGTTGATACCG-5‘ 25 mer
Die Auswahl Nukleinsa¨uren erfolgte durch die Arbeitsgruppe Dr. B. Schwenzer der
Professur fu¨r Allgemeine Biochemie der TU Dresden. Ein GC-Gehalt von mindestens
40% dient der thermodynamischen Stabilita¨t von DNS. Unter Benutzung des Web
Servers mfold (http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold) wurde kontrolliert, dass die
Anker- oder Gegenstra¨nge untereinander keine stabilen Hybride formen oder sich in
internen Loops anordnen.
Der AS wurde mit einer initialen Poly-Adenin-Sequenz von 30 Nukleotiden versehen
(Spacersequenz). Die Hybridisierungssequenz des AS ist 25 Nukleotide lang. Weiter-
hin ist der AS am 3‘-Terminus mit einem U¨berhang von drei Basen versehen. Der
Spacer-Strang hat analog zur Poly-A-Sequenz des AS eine La¨nge von 30 Nukleoti-
den. AS und Spacer wurden mit 5’-terminalen Phosphatgruppen versehen.
Um die Menge an immobilisierten AS und Spacer und hybridisierten GS zu quanti-
fizieren, wurden radioaktive Markierungen mit dem Nuklid 32P eingesetzt. Die 32P-
Markierung der AS und Spacer erfolgte am 5‘-Ende. Dazu wurde der 5‘-Terminus
des unphosphorylierten Vorla¨uferstranges unter Einsatz der T4-Kinase mit einem
γ-32P-dATP markiert (Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig, Niedersachsen).
Die Gegenstra¨nge wurden am 3‘-Ende markiert. Dazu wurden die ODNs bis auf das
letzte Nukleotid am 3‘-Terminus synthetisiert (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe,
Baden-Wu¨rttemberg). Anschließend wurden diese Vorla¨uferstra¨nge mit einem ra-
dioaktiven Nukleotid verla¨ngert (Hartmann Analytic GmbH). Die Verla¨ngerung um
das α-32P-dCTP wurde mittels terminaler Transferase durchgefu¨hrt. Die folgende
Abbildung zeigt das Prinzip der Markierung.
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(a) Markierung
der AS am
5’-Terminus zur
Quantifizierung
von AS und
Spacer.
(b) Markierung
der GS am
3’-Terminus
zur GS-
Quantifizierung.
Abbildung 3: Markierungsvarianten fu¨r die Quantifizierung der AS und der hybri-
disierten GS.
Die gefriergetrocknten Ankerstra¨nge von Thermo Fisher Scientific wurden mit steri-
lisiertem, entionisiertem Wasser auf Konzentrationen von 50 µmol/l eingestellt und
in Aliquots bei -20 ◦C gelagert.
Aus den radioaktiv markierten Lo¨sungen von Hartmann Analytic GmbH wurden mit
sterilisiertem, entionisiertem Wasser, Lo¨sungen mit einer Aktivita¨t von 1 MBq/ml
hergestellt und in in Aliquots bei -20 ◦C gelagert.
Aufgrund der Halbwertszeit von 14,27 d von 32P wurden die Lo¨sungen zeitnah fu¨r
die Versuche bestellt und verwendet. Die Ankerstrang- und Spacerlo¨sungen wurden
prinzipiell wie folgt hergestellt.
• Spacer- oder Ankerstranglo¨sung je nach Gebrauchskonzentration,
• 0,48 µmol/l NaAc,
• 4,84 µmol/l EtOH,
• mit enionisiertem H2O auffu¨len.
Wenn mit radioaktiv markierten Spacer- oder Ankerstranglo¨sungen gearbeitet wur-
de, wurden 50 µl der markierten Lo¨sung mit einer Aktivita¨t von 1 MBq/ml der
Gebrauchslo¨sung hinzugefu¨gt und dieses Volumen vom Wasser abgezogen. Der Stoff-
mengenanteil der radioaktiven Lo¨sung betrug dabei 0,02-0,4%.
Die 0,8 µmol/l Gegenstrang-Lo¨sung wurde prinzipiell wie folgt hergestellt.
• 4 µmol/l GS-Lo¨sung, Mischung aus radioaktiv markierter und nicht radioaktiv
markierter Stoffmenge,
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• 10% 10x Hybridisierungs-Puffer,
• mit enionisiertem H2O auffu¨len.
3.4 Gera¨te
Elektrochemiezelle (Abbildung 4)
• Geha¨use der Kammer aus Polyetherimid (PEI)
• Kammerboden aus Reintitan
• Dichtungsringe aus Ethylen-Propylen-Dien-Kautschuk (EPDM)
• Drei-Elektroden-Aufbau, Gegenelektroden aus Golddraht
Potentiostat/Galvanostat
• VoltaLab PGZ301 Dynamic-EIS Voltammetry und HVB100 High Voltage Boo-
ster (Radiometer, Kopenhagen, Da¨nemark)
Software: VoltaMaster 4, Version 5.6
• VMP3B-5 (Bio-Logic Science Instruments, Grenoble, Frankreich),
Software: EC-Lab VMP3
Kontamat
• Kontamat FHT 111 M (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)
Xenon-Za¨hlrohr
Rasterlektronenmikroskop
• DSM 982 Gemini, Carl Zeiss AG (Oberkochen, Deutschland)
Sputter Station
• MED 010, Balzers (Balzers, Liechtenstein)
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4.1 Vorbereitung der Titanoberfla¨che
Die sandgestrahlten Titanproben wurden ca. 2 h vor dem Einsatz fu¨r fu¨nf Minuten
mit einer Heißa¨tzung von 108◦C in HCl und H2SO4 behandelt. Die A¨tzlo¨sung be-
stand aus 5,1 M HCl und 4,6 M H2SO4. Eine anschließende Reinigung fu¨r 2 x 15
Minuten in sterilen, entionisiertem Wasser im Ultraschallbad sorgte fu¨r eine Entfer-
nung von Sa¨ure- und Strahlgutresten. Bis zur Benutzung verblieben die Proben in
sterilem Wasser, um sie mo¨glichst kontaminationsfrei zu halten.
4.2 Oberfla¨chenmodifizierung
Zur Vermeidung von Sekunda¨rstrukturen wurde die DNS-Lo¨sung fu¨r 2 min bei 95◦C
im Thermoblock denaturiert und anschließend 5 min auf Eis schockgeku¨hlt. Die
Titanproben wurden in der Elektrochemiekammer fixiert und je 300 µl der An-
kerstranglo¨sung aufpipettiert. Fu¨r Ankerstrang- und Spacerexperimente wurden die
entsprechend konzentrierten, zusammengesetzten Lo¨sungen verwendet. Da ein fo-
tokatalytischer Effekt auf Titandioxid zum Abbau organischer Verbindungen fu¨hrt,
wurde die Kammer zur Vermeidung von Lichteinflu¨ssen wa¨hrend des 15-minu¨tigen
Adsorptionsvorganges im Dunkeln gelagert. Anschließend erfolgte die anodische Po-
larisation. Hierbei wird ein Drei-Elektroden-Aufbau (Elektrochemiezelle, s. Abb.
4), bestehend aus einer Titan-Anode, einer Platin- oder Gold-Kathode und ei-
ner Ag/AgCl-Referenzelektrode, genutzt. Auf eine bestmo¨gliche Lichtabschirmung
wurde auch dabei Wert gelegt. Die Gegenelektrode wurde an der Kammer ange-
bracht. Mittels Stromschlu¨ssel wurde eine Verbindung zur AgCl-Referenzelektrode
erstellt und die Arbeitselektrode wurde angeschlossen. Anschließend wurden 6 ml
der Elektrolytlo¨sung in die Kammer gegeben und der Polarisationsprozess gestar-
tet. Das Abschaltpotential wurde auf 7,5 VAg/AgCl und die Stromsta¨rke auf 45-47
mA chronoamperometrisch eingestellt. Dadurch wurde eine Stromdichte von 13,4
mA/cm2erreicht. Die anodische Polarisation dauerte 2-3 s. Nach diesem Schritt wur-
de die Elektrolytflu¨ssigkeit abgenommen und die Elektrochemiezelle auseinanderge-
baut. Die beschichteten Probenstu¨cke wurden mit der Pinzette entnommen und ca.
3 s in entionisiertem Wasser gespu¨lt. Hierbei wurden nicht immobilisierte Moleku¨le
und Reste der Elektrolytlo¨sung von der Oberfla¨che gewaschen. Spa¨ter wurden die
Proben in Multiwellplatten u¨berfu¨hrt. Probenstu¨cke, welche ausschließlich fu¨r Im-
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mobilisierungsuntersuchungen genutzt wurden, besaßen eine radioaktive Markierung
und wurden in 3 ml Desorptions-Puffer bei 37◦C gelagert. Probenstu¨cke, welche fu¨r
Hybridisierungsversuche genutzt werden sollten, wurden bei RT im Dunkeln trocken
gelagert.
Fu¨r Versuche mit sequentieller Adsorption wurden zuerst 300 µl der Spacerstranglo¨sung
auf die Proben pipettiert. Nach 15-minu¨tiger Adsorptionszeit wurde die Spacer-
Lo¨sung abgenommen und 300 µl der AS-Lo¨sung aufpipettiert. Nach einer Adsorp-
tionszeit von 15 min wurde der Vorgang der elektrochemische Polarisationsprozess
gestartet.
Versuche mit verla¨ngerten Adsorptionszeiten wurden prinzipiell wie oben beschrie-
ben durchgefu¨hrt. Die Adsorptionszeit variierte dabei jedoch zwischen 5 min, 15
min, 30 min, 60 min und 19,5 h.
Abbildung 4: Aufbau der Elektrochemiezelle. a) Position der Titanproben auf dem
Zellenboden sowie Probenkammer mit Dichtungsringen. b) zusammengesetzte Zel-
le und c) Elektrochemiezelle mit eingesetztem Agarose-Stromschlu¨ssel und Gegen-
elektrode.
4.3 Sterilisierung
Um die getrockneten Probenstu¨cke fu¨r eine γ-Sterilisierung vorzubereiten, wur-
den die Probenstu¨cke in Multiwellplatten fu¨r 2 d in einem Exsikkator u¨ber P2O5
und unter Lichtausschluss gelagert. In einem Glovebag wurden die Probenstu¨cke
aus dem Exsikkator und den Wellplatten entnommen, 2 bis 3 mal mit Argon ge-
spu¨lt, unter Argon-Atmospha¨re in lichtundurchla¨ssige, aluminiumbeschichtete Ste-
rilisierungspackungen gebracht und verschweißt. Die γ-Sterilisierung erfolgte bei
der Gamma-Service Produktbestrahlung GmbH, einem Unternehmen der Synergy-
Health-Gruppe in Radeberg, Sachsen, bei mindestens 25 kGy.
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4.4 Hybridisierung
100 µl 10x PBS wurden auf die Titanproben pipettiert. Dies sollte die Proben unter
physiologische Bedingungen versetzen und an der Oberfla¨che immobilisierte Anker-
stra¨nge in eine aktive Position, das heißt empfa¨nglich fu¨r Gegenstra¨nge, bringen.
Es war darauf zu achten, dass die Lo¨sung mittig auf die Probenstu¨cke aufgebracht
wurde, sodass ein Herunterlaufen der Flu¨ssigkeit verhindert wurde. Nach 20 min
wurde der Puffer mit einer Pipette mo¨glichst vollsta¨ndig wieder aufgenommen und
verworfen. Die Gegenstranglo¨sungen wurden vor Verwendung fu¨r 2 min auf dem
Thermoblock bei 95◦C erhitzt und anschließend fu¨r 5 min auf Eis abgeku¨hlt. 50
µl der 0,8 µmol/l Hybridisierungslo¨sung wurden auf das Titanpla¨ttchen pipettiert.
Es erfolgte eine 60-minu¨tige Inkubation der Probenstu¨cke bei RT unter Lichtaus-
schluss. Nach dieser Hybridisierungsphase wurden die Titanko¨rper mit der Pinzette
fu¨r ca. 2-3 s in sterilem Wasser gespu¨lt. Die Messung der Radioaktivita¨t erfolgte mit
den noch feuchten Proben sofort nach dem Spu¨lschritt. Anschließend wurden die
Titanproben in eine 12-Wellplatte u¨berfu¨hrt und mit 3 ml 1x PBS-Puffer bei 37◦C
mit Parafilmabdeckung inkubiert.
Fu¨r die Experimente mit Variation der Hybridisierungsbedingungen wurden die
60-minu¨tigen Hybridisationsvorga¨nge entweder bei ho¨heren Temperaturen (37◦C,
60◦C) durchgefu¨hrt oder die GS-Lo¨sungen mit einer Absolutkonzentration von 1
mmol/l MgCl2 bzw. mit anderen Pufferlo¨sungen (PBS, PBS ohne Kalium) anstelle
des Hybridisierungs-Puffers angesetzt.
4.5 Quantifizierung der immobilisierten Stra¨nge mittels
radioaktiver Markierung
Die Hintergrundaktivita¨ten wurden durch die Messung nicht beschichteter Titan-
proben ermittelt. Durch Aktivita¨tsmessungen bekannter Volumina wurden Kali-
brierstandards ermittelt. Da die emittierte β −-Strahlung auf den Proben jedoch
in alle Raumrichtungen weist, ist es unmo¨glich, die gesamte Strahlungsintensita¨t
zu erfassen. Damit die Intensita¨tsmessungen der Probenko¨rper jedoch vergleichbar
sind, ist es sinnvoll, jede Probe auf die gleiche Art und Weise zu messen. Dazu wur-
de eine Vorrichtung konstruiert, die es ermo¨glichte, alle Probenstu¨cke auf dieselbe
Stelle unter dem Kontamat zu platzieren. Die Za¨hlrate wurde nach 30 s ermittelt.
In Desorptions-Puffer gelagerte Probenstu¨cke wurden vor der Messung mit der Un-
terseite der Titanprobe auf einem Papiertuch abgetupft. Die Probenoberseite mit
der darauf befindlichen DNS sollte wa¨hrend der Messung noch feucht sein.
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4.6 Rasterelektronenmikroskopie
Die luftgetrockneten Proben wurden auf Objekttra¨gern befestigt und am unteren
Rand mit Leitsilber versehen. Die abschließende Bedampfung der Proben mit Gra-
phit im Hochvakuum war notwendig, um bei einfallenden Elektronen eine Ableitung
der Ladung zu gewa¨hrleisten und damit die Bildung statischer Potentiale zu vermei-
den. Die rasterelektronischen Bilder wurden mit einer Beschleunigungsspannung von
3 kV und einem Arbeitsabstand von 8 mm aufgenommen. Dabei wurden je Probe
vier Aufnahmen mit den Vergro¨ßerungen 500x, 2000x, 5000x und 10000x hergestellt.
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Die nachfolgend gezeigten Ergebnisse beruhen auf mehrfach durchgefu¨hrten Expe-
rimenten. Dabei ko¨nnen immer wieder selbe Trends beobachtet werden, wobei die
Gro¨ßenverha¨ltnisse Schwankungen unterliegen. Die Anzahl der fu¨r die Darstellungen
verwendeten Probenstu¨cke ist fu¨r jede Abbildung angegeben.
Nach der Abbildung der REM-Aufnahmen werden die Ergebnisse zur Immobilisie-
rung des Ankerstranges mit Spacerzusatz dargestellt. Dabei werden AS und Spacer-
Immobilisierungen quantifiziert und verschiedene Adsorptionsmethoden analysiert.
Des Weiteren werden Ergebnisse der Hybridisierungsversuche dargestellt. Die Bele-
gungsdichten der GS wurden quantifiziert, Variationen der Hybridisierungsprozesse
sowie der Vorbereitungsprozesse auf die Sterilisierung wurden durchgefu¨hrt und die
Kinetik der Belgeungsdichte wurde betrachtet.
5.1 Rasterelektronenmikroskopie
Abbildung 5(a) zeigt die c.p. Titan-Oberfla¨che nach der Oberfla¨chenbehandlung
mit Sandstrahlung. Deutlich zu erkennen ist eine ungleichma¨ßige, kantige Ober-
fla¨chenstruktur. Die raue Oberfla¨che wird von kleineren (unter 10 µm) und gro¨ßeren
(10-20 µm) Strahlgutresten auf der Oberfla¨che gepra¨gt. Ansatzweise sind auch Un-
terschiede im Ho¨henprofil der Oberfla¨che abzuleiten. Abbildung 5(b) zeigt, aufgrund
der chemischen Behandlung, eine gleichma¨ßig strukturierte Oberfla¨che. Kleine wa-
benfo¨rmige, porena¨hnliche Strukturen (ca. 2 µm) bestimmen das Gesamtbild. Dunk-
lere Stellen zeigen gro¨ßere Tiefen an. So sind auch die beim Sandstrahlen entstande-
nen groben Unebenheiten noch erkennbar. Die verdickte Oxidschicht nach einer an-
odischen Polarisation kann mittels Rasterelektronenmikroskopie nicht erkannt wer-
den (Abb. 5(c)). Auch organische Komponenten, wie in die Oxidschicht eingebauten
Oligonukleotide ko¨nnen, trotz hohen Konzentrationen (1,6 µmol/l), nicht mittels
REM erkannt werden (Abb. 5(d)). Die Auflo¨sung ist dafu¨r zu gering. Zudem ko¨nnte
die hochenergetische Beschleunigungsspannung die Biomoleku¨le zersto¨ren.
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(a) Sandgestrahlte Titanoberfla¨che. (b) Sandgestrahlte Titanoberfla¨che nach
einer Sa¨urea¨tzung.
(c) Sandgestrahlte, gea¨tzte und anodi-
sierte Titanoberfla¨che.
(d) Sandgestrahlte und gea¨tzte Titano-
berfla¨che mit ODN-Immobilisierung.
Abbildung 5: REM-Aufnahmen von den Titanproben. Beschleunigungsspannung:
3 kV; Arbeitsabstand: a), d) 7 mm und b), c) 8 mm; Vergro¨ßerung: a), b), c)
2000x und d) 10000x. Heißa¨tzung: 108◦C und 5,1 mol/l HCl und 4,6 mol/l H2SO4;
ODN-Immobilisierung: 1,6 µmol/l AS
5.2 Immobilisierung von Ankerstrang mit Zusatz von Spacer
5.2.1 Quantifizierung von Ankerstrang und Spacer
Um eine mit AS und Spacer beschichtete Oberfla¨che besser charakterisieren zu
ko¨nnen, wurden Experimente zur Quantifizierung beider Stra¨nge durchgefu¨hrt. Die
Belegungsdichte wird als Verha¨ltnis der molaren Menge an Oligonukleotid bezogen
auf die geometrische Fla¨che der Probe definiert. Im folgenden Diagramm (Abb. 6)
sind die auf der Titanprobe immobilisierten Mengen der Oligonukleotidstra¨nge AS
und Spacer bei verschiedenen zur Immobilisierung eingesetzten AS- und Spacerkon-
zentrationen gezeigt. Dabei wurden die Konzentrationen 0,4; 0,8; und 1,6 µmol/l
an AS eingesetzt und mit der gleichen Konzentration oder einer dreifach so hohen
Konzentration an Spacer fu¨r 15 min adsorbiert und immobilisiert. Gut zu erkennen
ist, dass der Spacer, wenn er im U¨berschuss eingesetzt wurde, auch auf der Titan-
probe u¨berwiegend vorhanden ist. Jedoch entspricht das Mengenverha¨ltnis zwischen
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AS und Spacer nicht dem Konzentrationsverha¨ltnis der Immobilisierungslo¨sungen.
U¨berraschend ist, dass bei gleichen Konzentrationen AS und Spacer, der AS in je-
dem Fall dominiert. Unabha¨ngig von der eingesetzten Spacerkonzentration befindet
sich immer eine a¨hnlich große Menge AS auf der Titanprobe.
Abbildung 6: Belegungsdichte des Ankerstrangs und ko-immobilisierten Spacers.
Vergleich von eingesetzten AS-Konzentrationen mit verschiedenem Spacer-Anteil
auf der Titanoberfla¨che. (n=3)
In fru¨heren Experimenten wurde die Belegungsdichte von AS in Abha¨ngigkeit der
eingesetzten Konzentration untersucht (Abb. 24). Dabei steigt die Belegungsdichte
mit AS im Konzentrationsbereich von 0,2 bis 0,8 µmol/l linear an. Im Konzentrati-
onsschritt von 0,8 auf 1,6 µmol/l fa¨llt der Anstieg flacher aus.
Analog dazu zeigt Abbildung 7 die Belegungsdichte an fixiertem Spacer bei einer rei-
nen Spacerimmobilisierung und steigender Konzentration. Die Oberfla¨chenbelegung
steigt zwischen 0,4 und 1,6 µmol/l nahezu linear an. Im Konzentrationsschritt von
1,6 auf 2,4 µmol/l ist kein so großer Anstieg wie zwischen der Konzentration von
0,8 auf 1,6 µmol/l zu erkennen.
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Abbildung 7: Quantifizierung von reinem Spacer bei verschiedenen Spacerkonzen-
trationen zur Immobilisierung. (n=3)
5.2.2 Adsorptionsmethoden bei Spacerzusatz
Um den Einfluss auf die Hybridisierungseffizienz von Gegenstra¨ngen bewerten zu
ko¨nnen, wurden folgende Adsorptionsmethoden genutzt. Zum einen wurde die Dau-
er der gemeinsamen Adsorption von AS und S variiert. Außerdem wurde neben
der gemeinsamen Adsorption von AS und Spacer die Probe zuerst mit Spacer be-
legt. Dabei wurde die Spacerlo¨sung nach der Adsorptionszeit abgenommen und die
AS-Lo¨sung aufgebracht. Nach der AS-Adsorption wurde die anodische Polarisati-
on durchgefu¨hrt. Aufgrund zeitlicher und materieller Begrenzung konnten nur aus-
gewa¨hlte Oberfla¨chenzusta¨nde untersucht werden. Da die Daten aus einer Versuchs-
reihe stammen, lassen sich diese gegenu¨berstellen. Fu¨r die Methoden der sequentiel-
len und simultanen Immobilisierung wurden sinnvolle Kombinationen zum Erreichen
der Sa¨ttigung der Oberfla¨che eingesetzt. Die eingesetzten Mengen sind teilweise nicht
direkt vergleichbar.
5.2.2.1 Adsorptionszeit bei simultaner Adsorption
Die nachfolgende Abbildung (Abb. 8) zeigt die Ergebnisse bei einer zeitlich variieren-
den Adsorptionsdauer bei simultaner Adsorption von AS und Spacer. Durchgefu¨hrt
wurden Immobilisierungsvorga¨nge, bei welchen die Adsorptionszeiten 5 min, 15 min,
30 min, 60 min und 19,5 h betrugen. In allen Versuchen wurden 0,4 µmol/l AS und
ein Verha¨ltnis von AS zu Spacerstrang von 1:3 eingesetzt. Generell ließ sich bei einer
Adsorptionszeit von 19,5 h im Vergleich zur Adsorption im Standard-Protokoll (15
min) eine A¨nderung der jeweils immobilisierten ODN-Mengen feststellen. Wa¨hrend
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unter Nutzung des Standardprotokolls 7 pmol/cm2 AS und 20 pmol/cm2 Spacer im-
mobilisiert wurden, konnte bei einer Adsorptionszeit von 19,5 h eine Steigerung der
Menge auf 14 pmol/cm2 AS und 31 pmol/cm2 Spacer festgestellt werden. Nach ei-
ner Adsorptionsdauer von 5 min kann das eingesetzte Konzentrationsverha¨ltnis von
Spacer und AS auf das Verha¨ltnis der Belegungsdichte beider Stra¨nge u¨bertragen
werden, sodass viermal mehr Spacer als AS immobilisiert wurde. Nach 19,5 h ist
dieses Verha¨ltnis nicht nachzuweisen. Die Belegungsdichte von AS hat sich hier im
Vergleich zur Belegungsdichte nach 5 min Adsorptionszeit mehr als verdoppelt. Die
Belegungsdichte des Spacers ist auf das 1,5 fache gestiegen.
Abbildung 8: Variation der Adsorptionszeit. 0,4 µmol/l Ankerstrang und 1,2 µmol/l
Spacer wurden nach verschiedenen Adsorptionszeiten immobilisiert. (n=3)
In Abbildung 9 ist die Desorptionskinetik der Belegungsdichte von immobilisierten
AS und Spacer nach Variation der Adsorptionszeit (5 min und 19,5 h) bei Lage-
rung in Desorptions-Puffer und bei 37◦C zu sehen. Deutlich erkennbar ist eine rund
70%ige Abnahme der Belegungsdichte beider immobilisierten Spacerstra¨nge nach 1h
Desorption. Die AS-Dichte nimmmt in beiden Fa¨llen nach 1h Desorption rund 50%
ab. Im weiteren Verlauf der Zeit ist allgemein keine Abnahme der Belegungsdichte
von AS und Spacer erkennbar.
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Abbildung 9: Kinetik von Ankerstrang und Spacer bei Variation der Adsorptions-
zeit. 0,4 µmol/l Ankerstrang und 1,2 µmol/l Spacer wurden nach verschiedenen
simultanen Adsorptionszeiten (15 min, 19,5 h) immobilisiert. Lagerung bei 37◦C in
Desorptions-Puffer. (n=3)
5.2.2.2 Sequentielle Adsorption von Ankerstrang und Spacer
Um das Konkurrenzverhalten zwischen dem la¨ngeren AS und dem ku¨rzeren Spacer
um den Platz auf der Probe zu analysieren, wurden verschiedene Arten des Adsorp-
tionsvorganges untersucht. In folgender Abbildung (Abb. 10) sind die Ergebnisse der
Immobilisierung nach sequentieller Adsorption zu sehen. Es wurden Spacerkonzen-
trationen von jeweils 0,2 und 1,2 µmol/l mit verschiedenen AS-Konzentrationen
kombiniert. Festzustellen ist, dass bei den geringen Konzentrationen an Spacer
und steigendem AS-Gehalt die Belegungsdichte an Spacer gleich bleibt (rund 5
pmol/cm2). Der AS kann entsprechend seiner Konzentration an der Oberfla¨che ad-
sorbieren und wird immobilisiert. Bei der Verdopplung der eingesetzten AS-Kon-
zentration von 0,4 auf 0,8 µmol/l steigt die Belegungsdichte um fast das doppelte
an. Wird die eingesetzte AS-Konzentration von 0,8 auf 1,2 µmol/l erho¨ht, steigt die
Belegungsdichte aber nicht in diesem Maße an. Es wird angenommen, dass die AS-
Belegungsdichte mit steigender eingesetzter Konzentration nicht erheblich zunimmt.
Bei der hohen Spacerkonzentration in der Immobilisierungslo¨sung ist wiederum eine
Zunahme an AS mit steigender Konzentration zu erkennen, hier ist AS-Dichte aber,
gegenu¨ber einer eingesetzten Spacerkonzentration von 0,2 µmol/l, insgesamt redu-
ziert. Es ist festzustellen, dass die AS-Belegungsdichte bei der um jeweils 0,4 µmol/l
zunehmenden eingesetzten Konzentration jeweils in kleineren Schritten ansteigt. Es
wird daher angenommen, dass die AS-Belegungsdichte mit weiteren Konzentrations-
erho¨hungen nicht stark zunimmt. Zudem a¨ndert sich die Menge an immobilisiertem
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Spacer mit vera¨nderter AS-Konzentration. Eine Verringerung der immobilisierten
Spacer ko¨nnte abzuleiten sein. Vergleicht man die Belegungsdichten der jeweils glei-
chen Konzentrationen von AS und Spacer bei sequentieller Adsorption mit der simul-
tanen Adsorption (Abb. 11), ist zu erkennen, dass die Belegungsdichte der Spacer
bei der sequentiellen Adsorption ho¨her als die Belegungsdichte des AS ist.
Abbildung 10: Belegungsdichte nach sequentieller Adsorption. Nach der Spacerad-
sorption (0,2 µmol/l und 1,2 µmol/l) wurden verschiedene AS-Konzentrationen
adsorbiert und anschließend immobilisiert. Die Adsorptionszeiten betrugen jeweils
15 min. (n=3)
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Abbildung 11: Vergleich von AS und Spacer bei simultaner und sequentieller Ad-
sorption. AS und Spacer wurden im molaren Verha¨ltnis 1:1 eingesetzt und auf
verschiedene Arten adsorbiert. (n=3)
5.2.2.3 Hybridisierung bei sequentieller Adsorption
In Abb. 10 wurde gezeigt, dass die Zunahme der Belegungsdichte mit steigender
eingesetzten AS-Konzentration abnimmt. Daher wird angenommen, dass sich bei
1,2 und 1,6 µmol/l eingesetzter Konzentration die Belegungsdichten mit AS nicht
wesentlich unterscheiden. Im Sa¨ttigungsbereich der AS (1,2 und 1,6 µmol/l; Abb.
24) sind die im Experiment eingesetzten Konzentrationen der AS nicht direkt ver-
gleichbar, die AS- bzw. GS-Belegungsdichten wurden daher in Abbildung 12 nicht
u¨berlappend dargestellt.
Generell zeigt die gemessene Belegungsdichte von GS bei Immobilisierung nach se-
quentieller Adsorption keine Vera¨nderungen bei dem Einsatz einer geringen oder
einer hohen Spacerkonzentration (0,2 µmol/l und 1,2 µmol/l). Der Umfang der Be-
legungsdichte mit GS ha¨ngt von der verwendeten AS-Konzentration ab (Abb. 12).
Die GS-Belegung liegt bei AS-Konzentrationen von 0,4 µmol/l bis 1,6 µmol/l zwi-
schen 7 und 11 pmol/cm2. Erkennbar ist ein geringer Anstieg von 0,4 auf 0,8 µmol/l
AS, aber eine sich andeutende Sa¨ttigung bei 0,8 zu 1,6 µmol/l eingesetzten AS.
Werden die immobilisierten AS in die Betrachtung einbezogen, sind aber deutliche
Unterschiede zwischen den Belegungsdichten mit variierender Spacerkonzentration
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zu erkennen. Je mehr Spacer eingesetzt wird, desto geringer ist die immobilisierte
AS-Menge (s. Abb. 10). Dies wirkt sich nicht auf die absolute Belegung der GS aus.
Die Hybridisiserungseffizienz ist bei der Immobilisierung von AS mit einer hohen
Spacerkonzentration am gro¨ßten.
Abbildung 12: Hybridisierung bei sequentieller Adsorption. 0; 0,2 oder 1,2 µmol/l
Spacer wurden vor verschiedenen AS-Konzentrationen adsorbiert. Adsorptionszeit
jeweils 15 min. Nach der Immobilisierung erfolgte die Hybridisierung mit GS25.
(n ≥ 3)
5.2.2.4 Vergleich von Adsorptionsmethoden bei Hybridisierung
In Abbildung 13 wird der Einfluss von sequentieller und simultaner Adsorption auf
die GS-Dichte verglichen, wobei auf die immobilisierte Menge an AS Bezug genom-
men wird. Zwischen beiden Adsorptionsmethoden der Anker- und Spacerstra¨nge in
a¨hnlich hohen Konzentrationen (je 1,6 und 1,2 µmol/l) wird kein Unterschied der
absoluten GS-Belegung festgestellt (ca. 10 pmol/cm2 GS). Eine verbesserte Hybridi-
sierungsfa¨higkeit ist aufgrund der geringeren immobilisierten AS-Menge bei sequen-
tieller Adsorption erkennen. Im Vergleich der Methoden der verla¨ngerten Adsorpti-
onsdauer (19,5 h) und der sequentiellen Adsorption ist die Hybridisierungsfa¨higkeit
des AS bei letzterer Methode deutlich effektiver, obwohl die absolute Menge an AS
und GS bei einer la¨ngeren Adsorptionsdauer ho¨her ist. Die simultane Adsorption
von AS und Spacer bei 15 min Adsorptionszeit zeigt bei einer ho¨heren eingesetzten
und immobilisierten AS-Konzentration (0,8 µmol/l bzw. 19 pmol/cm2) genauso viel
GS, wie die sequentielle Adsorption mit einer geringeren eingesetzten Konzentration
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und Belegungsdichte an AS (0,4 µmol/l bzw. 7 pmol/cm2). Zwischen sequentieller
Adsorption und einer gleichzeitigen Adsorption von AS und Spacer u¨ber 19,5 h zeigt
sich eine etwas erho¨hte Absolutbelegung an GS bei der verla¨ngerten Adsorptionszeit.
Abbildung 13: Vergleich der GS-Belegung bei verschiedenen Adsorptionsmetho-
den. AS-Konzentration: 1,6; 0,8; und 0,4 µmol/l. Spacerkonzentration: 1,2 bzw.
1,6 µmol/l. Simultan: AS und Spacer wurden gleichzeitig adsorbiert. Sequentiell:
Spacer wurde vor dem AS adsorbiert. Adsorptionszeit: 15 min. 19,5 h: die simultane
Adsorptionszeit betrug 19,5 h. (n ≥ 3)
5.3 Untersuchungen zur Hybridisierung
In diesem Kapitel wird der Einfluss verschiedener GS auf deren Bindung und deren
Stabilita¨t auf der Probe dargestellt. Dazu geho¨ren Ergebnisse zur Untersuchung ver-
schiedener eingesetzter Gegenstra¨nge, Hybridisierungen an Oberfla¨chen, die durch
verschiedene Adsorptionsmethoden erreicht wurden und Hybridisierungen mit ver-
schiedenen Reaktionsbedingungen. Als Gegenstra¨nge wurden GS25 (25 mer), GS20
(20 mer), GS25/3F (25 mer) und ein nicht zur Hybridisierungssequenz des AS kom-
plementa¨rer Strang (GS25/nk, 25 mer) verwendet. GS25/3F besitzt drei Basen, welche
nicht zur Hybridisierung mit dem AS geeignet sind. GS25/nk ist nicht komplementa¨r
zur Hybridisierungssequenz des AS und dient als Negativkontrolle. Die Abbildungen
der GS-Belegungsdichten zeigen die jeweils vorhandenen AS-Belegungen zum Zeit-
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punkt der Hybridisierung an. Bei sterilisierten Proben wurde die AS-Belegungsdichte
nicht bestimmt. Die Stabilita¨t wird als relative Belegungsdichte zu verschiedenen
Desorptionszeitpunkten im Bezug auf die Belegungsdichte vor der Desorption defi-
niert.
5.3.1 Hybridisierung verschiedener Gegenstra¨nge
Die nachfolgenden Abbildungen zeigen die Ergebnisse von Experimenten zur Unter-
suchung verschiedener Gegenstra¨nge auf Titanoberfla¨chen mit 0,8 und 1,6 µmol/l
AS-Lo¨sung zur Immobilisierung. GS25/nk besitzt eine vergleichsweise geringe Be-
legungsdichte bei beiden eingesetzten AS-Konzentrationen (Abb. 14). Der GS25/3F
zeigt auf beiden Oberfla¨chenzusta¨nden gleiche Belegungsdichten von ca. 4 pmol/cm2.
GS25 und GS20 hingegen zeigen im Vergleich zu GS25/3F und GS25/nk deutlich ho¨here
Belegungsdichten. Dabei nimmt die GS-Belegungsdichte jeweils mit steigender Men-
ge an immobilisiertem AS zu. Es kann festgestellt werden, dass die Belegungsdichte
des ku¨rzeren GS20 gegenu¨ber GS25 jeweils ca. 2 pmol/cm
2 ho¨her ist. Insgesamt liegen
die Oberfla¨chenbelegungen bei GS25 bei ca. 5-10 pmol/cm
2 und bei GS20 bei 7-14
pmol/cm2.
Abbildung 15 zeigt deutlich, dass bei GS20 eine generell ho¨here HE vorliegt als bei
GS25. Zusa¨tzlich fa¨llt die HE bei Oberfla¨chen mit einer ho¨heren Konzentration an
immobilisiertem AS in beiden Fa¨llen gro¨ßer aus, sodass eine maximale HE von 66%
mit GS20 realisiert wird.
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Abbildung 14: Vergleich verschiedener GS. Immobilisiert wurden jeweils 0,8 µmol/l
und 1,6 µmol/l AS. Eingesetzt wurden der 25 mer GS25, der 20 mer GS20, der 25
mer GS25/3F mit drei Fehlbasen und als Negativprobe der GS25/nk. (n=9 bei 0,8
µmol/l AS; n=3 bei 1,6 µmol/l AS)
Abbildung 15: Hybridisierungseffizienz. Vergleich der Hybridisierungseffizienz von
GS25 und GS20 bei 0,8 µmol/l und 1,6 µmol/l AS-Beschichtung (n ≥ 3)
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5.3.2 Modifizierung von Hybridisierungsbedingungen
Abbildung 16 vergleicht die Hybridisierungsmethode im Standard-Protokoll mit mo-
difizierten Hybridisierungsmethoden. Hier werden verschiedene Hybridisierungstem-
peraturen (37◦C, 60◦C) und unterschiedlichen Zusammensetzungen der Hybridi-
sierungslo¨sung (GS-Lo¨sung als Standard, PBS, Kalium-freier PBS, Zusatz von 1
mmol/l MgCl2) gegenu¨bergestellt. Deutliche Unterschiede zur Standardhybridisie-
rung sind bei der Zugabe von 1 mmol/l MgCl2-Lo¨sung zu erkennen, da hier mehr als
doppelt soviel GS nachgewiesen werden kann (11,7 pmol/cm2). Eine Erho¨hung der
Hybridisierungstemperatur von RT auf 37◦C zeigt ebenfalls eine Zunahme der Be-
legungsdichte (8 pmol/cm2), welche bei einer Hybridisierungstemperatur von 60◦C
weiter zunimmt (11 pmol/cm2). Die Verwendung von PBS und Kalium-freiem PBS
wa¨hrend der Hybridisierung zeigt eine etwas erho¨hte Belegung mit GS gegenu¨ber
dem Vergleichszustand.
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Abbildung 16: Hybridisierungsbedingungen. GS25 wurde unter Einfluss verschiede-
ner Faktoren auf einer 0,8 µmol/l AS-beschichteten Titanoberfla¨che hybridisiert.
Standard: Verwendung der Standard-Hybridisierungsbedingungen. 37◦C/60◦C
Vera¨nderung der Temperatur wa¨hrend der Hybridisierung. PBS/-K/ MgCl2: Ver-
wendung von PBS, kaliumfreien PBS bzw. MgCl2 in GS-Lo¨sung. (n=9 bei Standard
und MgCl2; n=6 bei 37
◦C, PBS und -K; n=3 bei 60◦C)
Die nachfolgende Abbildung (Abb. 17) stellt die Bindungskinetik von GS25 und AS
nach der Hybridisierung dar. Die Hybridisierung wurde unter verschiedenen Bedin-
gungen durchgefu¨hrt. Die Abbildung zeigt, dass die absoluten Belegungsdichten mit
GS bei einer Hybridisierung bei 60◦C und bei Zugabe von MgCl2 jeweils u¨ber den
untersuchten Zeitraum am gro¨ßten sind. Bei einer Verwendung von PBS oder ka-
liumfreien PBS zur Hybridisierung sind nach einer Desorptionszeit von 2h und im
weiteren Zeitverlauf die geringsten Oberfla¨chenbelegungen mit GS nachzuweisen.
Mit Betrachtung der relativen Belegungsdichte ist außerdem zu erkennen, dass der
Gegenstrang bei diesen Hybridisierungsbedingungen bereits nach kurzer Zeit nicht
mehr nachzuweisen ist. Die Verwendung der Hybridisierungslo¨sung mit der Konzen-
tration von 1 mmol/l MgCl2 zeigt im Vergleich zur Standard-Hybridisierung eben-
falls eine herabgesetzte Stabilita¨t. Die Hybridisierung bei 60◦C zeigt keinen Einfluss
auf die Stabilita¨t, eine Erho¨hung dieser ist nicht zu erkennen.
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Abbildung 17: (1) Kinetik und (2) Stabilita¨t der GS-Belegung nach verschiedenen
Hybridisierungsbedingungen. Lagerung bei 37◦C in Desorptions-Puffer. (n=9 bei
Standard und MgCl2; n=6 bei 37
◦C, PBS und -K; n=3 bei 60◦C)
Um den Einfluss von MgCl2 auf die Stabilita¨t der Hybride von AS neben GS25 auch
mit GS20 und GS25/3F zu untersuchen, wurde die Belegung der Oberfla¨che mit GS
bis zu 4 d nach der Hybridsierungsreaktion verfolgt. In nachfolgender Abbildung
(Abb. 18) ist die vorhandene Belegungsdichte und die Stabilita¨t von GS25, GS20
und GS25/3F , jeweils mit und ohne Zugabe von MgCl2 (1 mmol/l) im Zeitverlauf
von vier Tagen dargestellt. Die AS-Belegung betra¨gt ca. 14,9 pmol/cm2 (eingesetz-
te Konzentration: 0,8 µmol/l). Gegenstra¨nge, welche zur Hybridisierungsreaktion
mit 1 mmol/l MgCl2 versetzt wurden, weisen bis zu 1 d nach der Reaktion eine
ho¨here Belegung als deren Vergleichszusta¨nde ohne MgCl2 auf. Vor der Desorption
sind die Belegungsdichten von GS25 und GS25/3F mit MgCl2 doppelt so hoch wie
ohne MgCl2. Nach einem Tag Desorption sind die Belegungsdichten der GS mit
und ohne MgCl2-Konzentration vergleichbar. In Abbildung 19 ist die Belegungs-
dichte derselben Stra¨nge mit und ohne MgCl2 bei einer AS-Belegungsdichte von
rund 18,5 pmol/cm2 (eingesetzte Konzentration: 1,6 µmol/l) dargestellt. Auch hier
ist mit MgCl2-Einsatz eine ho¨here Belegungsdichte als ohne MgCl2 erkennbar. Im
Vergleich zu einer AS-Dichte von 14,9 pmol/cm2 wird die Gesamtbelegungsdichte
nicht erho¨ht. Unter Verwendung von MgCl2 wird die Belegung der Oberfla¨che durch
GS25/3F verdoppelt, durch GS25 nicht.
Die relativen Belegungsdichten zeigen, dass, sowohl bei 0,8 als auch bei 1,6 µmol/l
eingesetztem AS, die Stabilita¨t der GS mit MgCl2 bei der Hybridisierung verringert
wird (Vgl. Abb. 18 und 19).
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Abbildung 18: Gegenstra¨nge GS25, GS20 und GS25/3F auf 0,8 µmol/l AS-
Beschichtung. Desorption der hybridisierten Proben in Desorptions-Puffer bei
37◦C. Als Referenz dient die Menge AS nach 1 h Inkubation. a)Kinetik der Be-
legungsdichte mit GS nach 4 d Desorption. b) Stabilita¨t der GS-Belegung. Prozen-
tuale Anteile bezogen auf 0 h nach Hybridisierung. (n = 9)
Abbildung 19: Kinetik von GS25, GS20 und GS25/3F auf 1,6 µmol/l AS-
Beschichtung. Desorption der hybridisierten Proben bei 37◦C in Desorptions-
Puffer. Als Referenz dient die Belegung an AS nach 1 h Desorption. (n = 9)
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5.3.3 Modifizierung der Probenvorbereitung auf Sterilisierung
Um eine mo¨glichst hohe absolute Belegungsdichte mit GS nach einer Sterilisierung
der Titanproben zu erreichen, wurden die Proben auf verschiedene Arten auf die
Sterilisierung vorbereitet und miteinander verglichen (Abb. 20).
Die Art der Vorbehandlungen, d.h. das Einschweißen der Proben unter Argonat-
mospha¨re, unterscheidet sich im Bezug auf die Belegungdichte mit GS im Glovebag
nicht von dem in einer Handschuhbox. Die Behandlungen in beiden Umgebungen
zeigen große Schwankungen der GS-Belegung. Auch der Einsatz von OS nach der
Immobilisierung der AS zeigt nur geringe Erho¨hungen der Belegungsdichte mit GS
nach dem Sterilisierungsprozess. Deutlich wird jedoch, dass ein Einschweißen der
Probenstu¨cke unter Raumluftatmospha¨re die Belegungsdichte verringert. Die GS-
Belegung ist hier nur halb so groß wie die der standardma¨ßig genutzten Variante im
Glovebag.
Wird bei sterilisierten Proben eine GS-Lo¨sung mit MgCl2-Konzentration eingesetzt,
verbessert sich die absolute Belegungsdichte mit GS deutlich. Jedoch zeigen die Mes-
sungen in Argonkammer und Glovebag große Schwankungen an.
Abbildung 21 zeigt die Belegungsdichte mit GS und die Stabilita¨t von GS25 und
GS20 anhand deren relativen Belegungsdichten auf zuvor sterilisierten Ankerstrang-
beschichteten Titanproben. Zur Vorbereitung auf die Sterilisierung wurden die Pro-
ben unter Argonatmospha¨re im Glovebag eingeschweißt. Es ist ein besonders großer
Einfluss des MgCl2 auf die Belegungsdichte beider Gegenstra¨nge zu erkennen. Die-
ser la¨sst sich bis zu 4 d Desorption verfolgen. Zusa¨tzlich wird die Stabilita¨t fu¨r die
Belegung mit GS20 bei einer Hybridisierung mit MgCl2 erho¨ht und mit GS25 nicht.
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Abbildung 20: Hybridisierung nach unterschiedlicher Vorbereitung zur Sterilisie-
rung. Vor Hybridisierung mit GS25 wurden die 0,8 µmol/l AS-beschichteten Pro-
benstu¨cke einem Sterilisierungsprozess unterzogen. Zu sehen sind verschiedene Me-
thoden der Probenvorbehandlung. GB: Einschweißen der Proben unter Argonat-
mospha¨re im Glovebag. Box: Einschweißen der Proben unter Argonatmospha¨re in
einer Handschuhkammer. OS: Zusatz von Opferstrang nach der Immobilisierung
von Ankerstrang, Einschweißen unter Argonatmospha¨re in Glovebag. U: unbehan-
delt, Einschweißen unter Luftatmospha¨re. (n ≥ 3)
Abbildung 21: Gegenstra¨nge GS25 und GS20 auf sterilen, 0,8 µmol/l AS-
beschichteten Titanproben. (1) Kinetik der vorhandenen GS-Belegung nach 4 d
Inkubation. (2) relative Belegungsdichte mit GS. Prozentuale Anteile bezogen auf
0 h nach Hybridisierung. Die Proben wurden unter Argonatmospha¨re im Glovebag
eingeschweißt. Desorption der hybridiserten Proben in bei 37◦C in Desorptions-
Puffer. (n = 3)
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6 Diskussion der Ergebnisse
Im Folgenden werden die in Kapitel 5 beschriebenen Ergebnisse diskutiert und Vor-
schla¨ge zur Erkla¨rung der gefundenen Ergebnisse gegeben. Dabei wird im ersten Ab-
schnitt das Immobilisierungs- und Hybridisierungsverhalten von Ankerstra¨ngen und
ko-immobilisierten Spacerstra¨ngen analysiert. Der na¨chste Abschnitt bescha¨ftigt sich
mit der Hybridisierung von Ankerstrang und Gegenstrang, um mo¨gliche Einflussfak-
toren der Hybridbildung zu analysieren. Abschnitt drei vergleicht verschiedene Me-
thoden, um die Ankerstra¨nge vor Scha¨digungen bei der Sterilisierung zu schu¨tzen.
6.1 Adsorption in Anwesenheit des Spacers
6.1.1 Oberfla¨chenbelegung bei simultaner Adsorption
Um immobilisierte ODN-Stra¨nge zur Hybridiserung nutzen zu ko¨nnen, mu¨ssen die
Hybridisierungssequenzen der Ankerstra¨nge fu¨r Gegenstra¨nge erreichbar sein. Die
Voraussetzungen dafu¨r sind, dass die Hybridisierungssequenzen der AS nicht mit der
anodischen Oxidschicht wechselwirken oder eine zu hohe Dichte aufweisen. Das fu¨hrt
bei der Hybridisierung zu sterischen Hinderungen oder Bildung von Mehrfachhybrid.
Um eine Wechselwirkung der AS mit der Titanoberfla¨che zu minimieren und um
Absta¨nde zwischen den Hybridisierungssequenzen der AS zu erhalten, wurden kurze
ssDNS-Sequenzen (ssDNS) als laterale Spacer eingefu¨hrt. Abbildung 22 soll diese
Modellvorstellung verdeutlichen.
(a) (b)
Abbildung 22: Modell zur Adsorption von AS und Spacer. (a) zeigt die Adsorption
und Hybridisierung von AS ohne Spacer, die AS sind sehr dicht und interagieren
mit der Oberfla¨che. (b) zeigt die Adsorption und Hybridisierung mit Einsatz von
Spacer. Die AS ko¨nnen ra¨umlich getrennt werden und eine Intereaktion mit der
Oberfla¨che wird verhindert.
Aufgrund ihrer 5‘-terminalen Phosphatgruppe sollten beide Stra¨nge dieselbe hohe
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Affinita¨t dieser terminalen Phosphatgruppe zur Titanoberfla¨che aufweisen. Außer-
dem besitzen beide Stra¨nge dieselbe Spacersequenz. Die Annahme war, dass die
Anzahl der terminalen Phosphat-Gruppen die Oberfla¨chendichte bestimmt. Somit
ko¨nnte der 30 mer Spacer durch seine schnellere Diffusion verglichen mit dem 60
mer AS bei der Adsorption an der Oberfla¨che begu¨nstigt werden.
Werden Spacer und AS im Konzentrationsverha¨ltnis von 3:1 immobilisiert, ist die
Belegungsdichte von Spacer ho¨her als die vom AS, aber nicht entsprechend der ein-
gesetzten Verha¨ltnisse (Abb. 6). Die Ergebnisse zeigten zusa¨tzlich bei gleichen Kon-
zentrationen von AS und Spacer eine gro¨ßere Menge AS auf der Probe. Der la¨ngere
AS geht eine intensivere Wechselwirkung mit der Probenoberfla¨che ein. Mo¨glich ist,
dass der AS den vor ihm adsorbierten Spacer von der Oberfla¨che dra¨ngt und seinen
Platz einnimmt. Die andere Mo¨glichkeit besteht darin, dass der AS zuerst adsorbie-
ren kann und der Spacer nicht in der Lage ist, den AS zu verdra¨ngen.
Eine Variation der Adsorptionsdauer von AS und Spacer im Konzentrationsverha¨ltnis
1:3 sollte Hinweise auf eine der beiden Thesen geben. Eine la¨ngere Adsorptionszeit
zeigt generell eine ho¨here Gesamtbelegung der Oberfla¨che (ca. 43 pmol/cm2 nach
19,5 h) als eine kurze Adsorptionszeit (ca. 26 pmol/cm2 nach 5 min)(s. Abb. 8). Bei-
de Stra¨nge ko¨nnen in gro¨ßeren Mengen adsorbieren und keiner der beiden Stra¨nge
wird verdra¨ngt. Mit zunehmender Adsorptionsdauer verschiebt sich das Verha¨ltnis
der Oberfla¨chenbelegung in Richtung der AS. Daraus ist zu schließen, dass der AS
durch ein ho¨heres Ausmaß an Wechselwirkungen eine ho¨here Affinita¨t zur Ober-
fla¨che besitzt. Die Ankerstra¨nge werden als flexible Moleku¨le betrachtet, welche
mehr oder weniger u¨ber die komplette zuga¨ngliche Konformation mit der Titanober-
fla¨che wechselwirken ko¨nnen. Im Laufe der Zeit kann sich die Konformation a¨ndern,
sodass sich kleinere Teile der Moleku¨le in Wechselwirkung mit der Oberfla¨che be-
finden. Es wird angenommen, dass sich die Stra¨nge wa¨hrend der Adsorptionsphase
auf der Oberfla¨che organisieren, sodass ein Gleichgewichtszustand erreicht wird. Mit
zunehmender Adsortpionszeit na¨hert sich die Oberfla¨chenbelegung diesem Zustand.
Es ist mo¨glich, dass nach einer Adsorptionszeit von mehr als 19,5 h eine weitere Ver-
teilung der Oberfla¨che in Richtung des Gleichgewichtes erfolgt und der AS weiter
adsorbieren kann. Die Zeit zum Erreichen des Gleichgewichtszustands kann von der
Nukleotidla¨nge abha¨ngig sein.
Steel et al. (2000) beschreiben, dass sich lange DNS-Sequenzen wie flexible Poly-
merketten verhalten und daher teilweise nach Monaten den Gleichgewichtszustand
erreichen. Diese Arbeitsgruppe variierte die Adsorptionszeit einer 16 mer ssDNS-
Sequenz mit Thiol-Linker von 5 min bis zu 20 h. Deren Ergebnis zeigte einen Anstieg
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der adsorbierten Menge bis zu 20 h Adsorptionszeit, aber bereits nach 2 h wurden
80 % dieser Menge nachgewiesen (Steel et al. (2000)). In der Arbeit von Steel et al.
(2000) wird darauf hingewiesen, dass die langen Moleku¨le, insbesondere wenn keine
Thiolgruppen vorhanden sind, mehr Wechselwirkungen mit der Oberfla¨che eingehen
und dadurch schwerer zu verdra¨ngen sind. Die Ergebnisse der Gruppe um Steel et. al
sind nicht vollsta¨ndig auf die eigenen Ergebnisse u¨bertragbar. Thiole besitzen eine
sehr starke Affinita¨t zu Gold, welche in ihrer Intensita¨t nicht mit der Adsorption
von Phosphaten auf Titanwerkstoffen vergleichbar ist.
In Abha¨ngigkeit der Adsorptionszeit steigt die Belegungsdichte von AS und Spacer
in den selbst durchgefu¨hrten Experimenten etwas an. Es kann vermutet werden, dass
die generelle Oberfla¨chenverteilung zwischen beiden Stra¨ngen nach 15 min Adsorpti-
onszeit bereits relativ nahe am Gleichgewichtszustand liegt und eine Adsorptionszeit
von 15 min fu¨r die Durchfu¨hrung weiterer Experimente ausreichend ist.
Weiterhin wurden nach verschiedener Adsorptionsdauer immobilisierte AS und Spacer
hinsichtlich ihrer Kinetik untersucht (Abb. 9). Dabei konnte festgestellt werden, dass
vor allem die Belegungsdichte der Spacerstra¨nge nach 1 h Desorption stark abge-
nommen hat. Die immobilisierte Menge an Spacer ist rund 2 pmol/cm2 ho¨her als
die immobilisierte Menge an AS nach 1 h Desorption. Es ist anzunehmen, dass ein
Großteil der adsorbierten Stra¨nge, insbesondere der Spacer, nicht oder nur mit ge-
ringer Tiefe in die anodische Oxidschicht eingebaut wurde, oder eine Adsorption
an die Oberfla¨che stattfand. Die Inkubation in Desorptionslo¨sung schafft bei bei
37◦C eine physiologische und phosphathaltige Umgebung, in welcher sich nicht oder
nur schwach fixierte Stra¨nge von der Oberfla¨che lo¨sen. Im weiteren zeitlichen Verlauf
a¨ndert sich an der Belegungsdichte von AS und Spacer nichts mehr, was mit fru¨heren
Experimenten zur Stabilita¨t von AS u¨bereinstimmt (s. Abb. 25). Schlussfolgernd ist
der AS auch nach la¨ngerer Adsorptionszeit der auf der Oberfla¨che vorherrschende
Strang.
6.1.2 Oberfla¨chenbelegung bei sequentieller Adsorption
In weiteren Experimenten wurde die Probe vor der Adsorption verschiedener AS-
Konzentrationen mit jeweils einer geringen und einer hohen Spacerkonzentration
vorbelegt. Bei einer geringen Spacervorbelegung la¨sst sich die immobilisierte Menge
an Spacer nicht von der steigenden AS-Belegung mit zunehmender AS-Konzentration
verdra¨ngen. Es kann angenommen werden, dass der AS mit steigender Konzentra-
tion immer noch freie Fla¨chen zu Adsorption findet, ohne den Spacer in hohem
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Maße verdra¨ngen zu mu¨ssen. Mit hohen vorgelegten Spacerkonzentrationen konnte
die Oberfla¨che in einen Sa¨ttigungszustand versetzt werden, wobei der AS nicht mehr
in dem Maße adsorbieren kann, wie bei einer geringen oder ohne Spacervorbelegung
(s. 24). Die Konkurrenz um den vorhandenen Platz wird sta¨rker. Trotzdem steigt
die AS-Menge mit der eingesetzten Konzentration an und der Spacer wird teilweise
verdra¨ngt. Im Vergleich zur simultanen Adsorption und anschließender Immobilisie-
rung bei gleichen Konzentrationen von AS und Spacer ist der AS aber nicht mehr
der mengenma¨ßig dominierende Strang auf der Probe.
In Hybridisierungsversuchen bei Immobilisierung nach sequentieller Adsorption zei-
gen die Gegenstra¨nge bei gleichen eingesetzten AS-Konzentrationen, aber verschie-
denen eingesetzten Spacerkonzentrationen, gleiche Mengen an gebildetem Hybrid
(Abb. 12). So stellt sich heraus, dass durch den Einsatz hoher Spacermengen, wenn
die AS-Adsorption herabgesetzt wird, im Verha¨ltnis mehr Hybrid gebildet wer-
den kann, als bei Verzicht auf Spacer oder geringen Spacerkonzentrationen. Das
Verha¨ltnis von AS zu Gegenstrang, was als Hybridisierungseffizienz (HE) bezeich-
net wird, nimmt mit der Spacervorbelegung zu. Im Vergleich zwischen simultaner
und sequentieller Adsorption im Sa¨ttigungsbereich wurden jeweils verschiedene Kon-
zentrationen an AS eingesetzt, jedoch liegen diese im selben Gro¨ßenbereich (Vgl.
Abb. 13). Eine hohe HE erfolgt lediglich bei Immobilisierung nach einer dichten
Vorbelegung mit Spacer und anschließender Adsorption des AS. Es konnte gezeigt
werden, dass die Zunahme der Hybridisierungseffizienz nicht allein an der hohen Ge-
samtbelegungsdichte der Oberfla¨che, sondern an der zeitlichen und damit bedingten
ra¨umlichen vera¨nderten Anordnung von Spacerstrang und AS liegt. Es wird ver-
mutet, dass der AS sich zwischen die Spacer lagert und aufgrund ho¨herer Affinita¨t
zur Oberfla¨che teilweise Spacermoleku¨le verdra¨ngt. Die Spacerstra¨nge ko¨nnten fol-
gendermaßen zu einem Schutz der Ankerstra¨nge fu¨hren. Die Spacerstra¨nge werden
zwar bei Adsorption des AS mittels 5’-terminaler Phosphatgruppe von ihrem Platz
auf der Oberfla¨che verdra¨ngt, umgeben den adsorbierten AS aber in der U¨berzahl,
sodass eine Interaktion der Hybridisierungssequenzen mit der Oberfla¨che oder mit
anderen Hybridisierungssequenzen verhindert wird. Somit ko¨nnen die Hybridisie-
rungssequenzen u¨ber die Spacer hinaus in die Lo¨sung ragen und von GS erreicht
werden. Abbildung 23 verdeutlicht diese Modellvorstellung.
Wird eine AS-Konzentration von 0,4 µmol/l und eine dreifach so hohe Spacer-
konzentration eingesetzt, zeigt eine sequentielle Adsorption im Vergleich zu einer
verla¨ngerten Adsorptionszeit (19,5 h) bei simultaner Adsorption eine ho¨here HE.
Dabei liegt die absolut hybridisierte Menge bei der sequentiellen Adsorption im
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selben Gro¨ßenbereich wie bei einer simultanen Adsorption von 0,8 µmol/l einge-
setztem AS und der dreifach so hohen Spacerkonzentration (Abb. 13). Die HE der
AS nimmt durch eine sequentielle Adsorption von Spacer und AS zu. Damit kann
gezeigt werden, dass die Reihenfolge der Adsorption von AS und Spacer die Hybri-
disierbarkeit beeinflusst. Vermutlich a¨ndert sich mit der Adsorptionsreihenfolge der
einzelnen Stra¨nge auch die Wechselwirkung mit der Oberfla¨che und damit die Ori-
entierung beider Stra¨nge. Eine A¨nderung des Adsorptionsmechanismus selbst kann
mit den quantitativen Beschreibungen nicht belegt werden. Das Optimum der Hy-
bridisierungseffizienz wurde in dieser Arbeit bei einer Spacervorbelegung von 1,2
µmol/l und einer AS-Konzentration von 0,4 bis 0,8 µmol/l erreicht. Eine positive
Wirkung auf die Stabilita¨t der Hybride wurde durch eine sequentielle Adsorption
aber nicht erzielt (s. 28, A.3). Daher konnten zwar Erkenntnisse bezu¨glich der Hybri-
disierbarkeit der AS gewonnen, die hybridisierbare Absolutmenge in Bezug auf die
eingesetzte ODN-Menge und dem Zeitaufwand aber nicht erho¨ht werden. Eine hohe
Spacervorbelegung und damit eine Oberfla¨che im Sa¨ttigungsbereich, la¨sst insgesamt
weniger AS adsorbieren, setzt aber die Hybridisierungseffizienz der immobilisierten
AS hinauf.
Die Oberfla¨chendichte stellt generell einen begrenzenden Faktor dar, welcher die
Fa¨higkeit der immobilisierten Stra¨nge zur Hybridisierung beeinflusst (Peterson et al.
(2001)). Eine dicht mit DNS belegte Oberfla¨che wirkt sich aufgrund sterischer und
elektrostatischer Effekte generell negativ auf die Hybridisierungseffizienz der ein-
gesetzten ODNs aus (Peterson et al. (2001); Steel et al. (1998)). Die Gruppe von
Boozer et al. nutzte ebenfalls Abstandshalter zwischen 24 mer ssDNS-Sequenzen in
Form von Oligoehtylenglycol (OEG), um selbstorganisierende Monoschichten (self-
assembled monolayers, SAM) herzustellen, als Linker wurden Thiolgruppen verwen-
det. Hier konnte eine Abha¨ngigkeit der Oberfla¨chendichte mit DNS von der OEG-
Konzentration festgestellt werden, wobei mit einer simultanen Adsorption und ei-
ner konstanten Konzentration DNS und variierender OEG-Konzentration gearbeitet
wurde. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass fu¨r geringe Konzentrationen einge-
setzter OEGs die Menge fu¨r die komplementa¨ren Stra¨nge erreichbaren ssDNS her-
abgesetzt wird. Zu geringe OEG-Konzentrationen ermo¨glichen die Adsorption einer
Vielzahl von DNS-Stra¨ngen, durch deren hohe Dichte aber weniger Hybrid gebildet
werden konnte. Keighley et al. berichten von Versuchen, in denen ssDNS (18 mer)
und Mercaptohexanol (MCH) mittels Thiolgruppe simultan immobilisiert werden.
Dabei wurde das Verha¨ltnis von ssDNS zu MCH auf der Oberfla¨che variiert, und die
Oberfla¨chenbelegung und die Hybridisierungseffizienz mit ssDNS untersucht. Auch
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dabei konnte mit steigender Oberfla¨chendichte der ssDNS eine sinkende HE gezeigt
werden (Keighley et al. (2007)). Die Wahrscheinlichkeit multipler partieller Mat-
ches von Hybridisierungssequenzen ist mit dichten AS-Belegungen hoch (Chan et al.
(1995); Vainrub and Pettitt (2003)). Dies kann ein Grund fu¨r die geringe Hybridisie-
rungseffizienz beim Einsatz von relativ hohen AS-Konzentrationen und wenig oder
keinem Spacereinsatz sein. Es kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass eine
dicht mit AS belegte Oberfla¨che die HE herabsetzt, eine dicht mit Spacer belegte
Oberfla¨che die HE der AS jedoch steigert.
Viele Arbeiten bescha¨ftigen sich mit einer oberfla¨chengekoppelten DNS-Hybridi-
sierung im Zusammenhang mit Biosensoren, wo oft mit Sequenzen einer La¨nge von
18 – 25 mer gearbeitet wird (Keighley et al. (2007); Boozer et al. (2004); Steel et al.
(1998)). In den eigenen Arbeiten wurde dagegen mit langen AS-Sequenzen von 60
Nukleotiden gearbeitet, welche Hybridisierungsbereiche von 25 mer besaßen. Dabei
ist zu beachten, dass lange DNS-Sequenzen mit langkettigen Polymeren zu verglei-
chen sind und ein a¨hnlich flexibles Verhalten an Oberfla¨chen aufweisen (Steel et al.
(2000)). Interaktionen zwischen den in diesen Experimenten eingesetzten AS selbst
ko¨nnen aufgrund deren sequentiellen Zusammensetzung ausgeschlossen werden. Es
wird allgemein angenommen, dass die Stra¨nge in coil-a¨hnlichen Konformationen mit
der Oberfla¨che interagieren. Bei der anodischen Verdickung der Oxidschicht werden
sie folglich in solchen Konformationen eingebaut, wodurch die Hybridisierbarkeit
ebenfalls stark herabgesetzt werden kann. Wie gezeigt wurde, erho¨ht eine Vorbele-
gung mit kurzen Sequenzen die Hybridisierbarkeit der AS, wobei darauf geschlossen
wird, dass die AS weniger Interaktionen mit der Oberfla¨che eingehen konnten und
die Hybridisierungssequenzen fu¨r GS zuga¨nglich geblieben sind.
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Abbildung 23: Modell zur sequentiellen Adsorption von AS und Spacer. a) zeigt
den Adsorptions- und Hybridisierungsvorgang bei hoher, b) bei geringer Spacerad-
sorption. 1. Adsorption der Spacer. 2. Adsorption der Ankerstra¨nge, Spacer wird
in a) verdra¨ngt. 3. Hybridisierung nach Immobilisierung. Hybride ko¨nnen nur an
zuga¨nglichen Hybridisierungssequenzen gebildet werden.
6.2 Hybridisierung von verschiedenen Gegenstra¨ngen
Die verwendeten Gegenstra¨nge GS25 und GS25/3F haben eine La¨nge von 25 Basen.
GS25/3F weist drei nicht komplementa¨re Basen (Mismatch) an den Positionen 4,8
und 12 vom 3’-Ende aus auf. GS20 besitzt eine La¨nge von 20 mer. Als Negativ-
kontrolle wurde eine Sequenz verwendet, deren Basensequenz nicht zur Hybridisie-
rungssequenz komplementa¨r ist (GS25/nk). Da keine spezifische Bindung des GS25/nk
beobachtet wurde (s. Abb. 14) konnte gezeigt werden, dass GS25, GS20 und GS25/3F
spezifisch mit dem AS interagieren und Hybrid gebildet wird. GS25/3F zeigt zwar
die Fa¨higkeit zur Hybridbildung mit AS, die gebildete Hybridmenge ist aber im
Vergleich zu GS25 und GS20 deutlich geringer. Das Vorhandensein von drei nicht
komplementa¨ren Basen zur Hybridisierungssequenz entspricht einer 12% Basenfehl-
paarung des entstandenen Hybrids. Die nicht komplementa¨ren Basen setzten die
Affinita¨t zur Hybridisierungssequenz herab und eine Hybridisierung wird behindert.
Auch in Versuchen von Castelino et al. (2005) wurde eine geringere Hybridisierungs-
effizienz bei GS mit Mismatches festgestellt. Weiterhin ist festzustellen, dass GS20
sowohl auf 0,8 µmol/l als auch auf einer 1,6 µmol/l AS-Immobilisierung eine ho¨here
Hybridisierungsfa¨higkeit als GS25 aufweist. GS20 besitzt einen Anteil von 30% Gua-
nin und 15% Cytosin, GS25 dagegen 32% bzw. 12% und GS25/3F 28% bzw. 16%.
Trotz der um 5 mer ku¨rzeren Sequenz von GS20 unterscheidet sich der prozentuale
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GC-Gehalt beider Sequenzen nicht wesentlich. Ein vera¨ndertes Hybridisierungsver-
halten der untersuchten Gegenstra¨nge aufgrund deren Zusammensetzung ist daher
auszuschließen.
Offensichtlich kann die Menge der Hybridbildung durch die La¨nge der komple-
menta¨ren Sequenz beeinflusst werden. Auch in Versuchen von Castelino et al. (2005)
wurde im Zusammenhang mit der Untersuchung von Goldoberfla¨chen mit verschie-
den lange komplementa¨ren Sequenzen der La¨ngen von 10 bis 30 Basen experimen-
tiert. Dazu wurden jeweils 10-40 mer DNS-Sequenzen mittels 5‘Thiolgruppe immo-
bilisiert. Mit dem 10 Basen langen GS wurden je nach Salzkonzentration bis zu 5
pmol/cm2, mit dem 30 Basen langen GS bis zu 4 pmol/cm2 Hybridisierungsdichte
erreicht. Die Daten zur besseren Hybridisierung des ku¨rzeren Stranges von Casteli-
nos Gruppe stimmen mit den selbst erhaltenen Daten u¨berein. Chan et al. (1995)
stellte Analysen zur Hybridisierung oberfla¨chengebundener DNS-Stra¨nge und deren
Hybridisierung mit GS aus heterogenen DNS-Lo¨sungen an. Fazit dieser Studie war,
dass fu¨r eine schnelle und effiziente Hybridisierung komplementa¨rer Stra¨nge eine
mo¨glichst kurze DNS-Sequenzla¨nge der GS gewa¨hlt werden sollte. Damit kann an-
genommen werden, dass kleinere GS-Sequenzen allgemein schneller ein Hybrid mit
AS bilden. Außerdem wurde von Peterson et al. (2002) herausgefunden, dass die
Hybridisierungskinetik einer GS-Sequenz von 18 Basen schneller an einer Hybridi-
sierungssequenz von 25 Basen abla¨uft, wenn die 18 Basen am 3‘-Ende der Hybridisie-
rungssequenz hybridisieren, als wenn sie am 5‘-Ende, d.h. na¨her an der Oberfla¨che,
der Hybridisierungssequenz annealen. Mit der Verku¨rzung des in eigenen Versuchen
verwendeten GS um 5 Basen am 5‘-Ende wurden die Effekte beider Studien kombi-
niert. Daher ist eine schnellere Kinetik fu¨r GS20, als fu¨r GS25 zu erwarten.
In eigenen Versuchen wurde fu¨r die Hybridisierungsreaktion eine Zeitspanne von 1h
verwendet. In Petersons Versuchen konnte eine Hybridisierungseffizienz von 100%
mit beiden verwendeten GS nach 1 h erreicht werden, wenn die AS-Dichte von 5
pmol/cm2 auf 2,5 pmol/cm2 gesenkt wurde (Peterson et al. (2002)). Aufgrund der
hohen AS-Dichten (14,9 pmol/cm2 bzw. 18,5 pmol/cm2) in den eigenen Versuchen
konnte die Erho¨hung der Hybridisierungsdauer die absolute Hybridbildung von AS
und GS erho¨hen. Fu¨r eigene Untersuchungen ist die Hybridisierungszeit von 1h
fu¨r Hybridisierungsuntersuchungen von GS20 und GS25 ausreichend. Die Hybridisie-
rungseffizienzen fu¨r 0,8 und 1,6 µmol/l AS-Immobilisierung der Gegenstra¨nge GS25
und GS20 belegen eine umfangreichere Belegung der Ankerstra¨nge durch GS20. Es
wird vermutet, dass der ku¨rzere Strang besser als der 5 Basen la¨ngere Strang zwi-
schen den AS anlagern kann. Damit wird damit die immobilisierte AS-Menge zur
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Hybridisierung sta¨rker ausgenutzt.
GS25 zeigt auf beiden Oberfla¨chenzusta¨nden der AS-Belegung gegenu¨ber GS20 weni-
ger Hybrid. Mo¨glich ist, dass bei la¨ngeren Hybridisierungssequenzen eine inkorrekte
Hybridisierung in Form von Mehrfachhybridisierung bei Gegenstra¨ngen mit meh-
reren AS auftritt. Dadurch ko¨nnen nicht alle bindungsfa¨higen AS von GS belegt
werden. Die Oberfla¨chenbeschichtung mit der 0,8 µmol/l AS-Konzentration kann
eine Oberfla¨chendichte von 14,9 pmol/cm2 realisiert werden, mit der 1,6 µmol/l
AS-Konzentration eine Oberfla¨chendichte von 18,5 pmol/cm2. Aufgrund der bereits
hohen Belegungsdichten mit AS bei dem Einsatz von 0,8 µmol/l AS war nicht zu
erwarten, dass bei der doppelten eingesetzten Konzentration an AS auch bei GS20
eine gro¨ßere HE erreicht werden kann. Die AS auf der Oberfla¨che waren noch nicht
zu dicht fu¨r das Erreichen der Hybridisierungssequenz vom GS angeordnet. Lite-
raturquellen (Castelino et al. (2005); Boozer et al. (2004); Peterson et al. (2001))
berichten von einer Abnahme der Hybridisierungseffizienz mit zunehmender Ober-
fla¨chendichte mit AS. Castelino und Boozer zeigten beispielsweise eine deutliche Ab-
nahme der HE fu¨r verschieden lange GS bei rund 20 pmol/cm2 AS. Dies wurde mit
zunehmender elektrostatischer Abstoßung und sterischen Hinderung erkla¨rt, welche
mit der Belegungsdichte an AS ansteigen (Peterson et al. (2001)). Fu¨r GS25/3F ist
kein Unterschied der gebildeten Hybridmenge zwischen beiden eingesetzten Konzen-
trationen zu erkennen. Offensichtlich hat eine Erho¨hung der Belegungsdichte keinen
Einfluss auf GS mit Fehlbasen. Die durch die drei nicht komplementa¨ren Basen ver-
ringerte Affinita¨t zur Hybridisierungssequenz scheint nicht die alleinige Ursache fu¨r
eine verringerte Hybridbildung zu sein. In der Literatur werden die Unterschiede
zwischen den Hybridisierungssignalen zwischen perfekt gematchten Hybriden und
Basenfehlpaarungen mit unterschiedlichen Konfigurationsentropien zwischen beiden
Stra¨ngen erkla¨rt (Castelino et al. (2005)). Untersuchungen zur Kinetik und Ther-
modynamik der Hybridisierung von Fehlbasenpaaren wurden von Peterson et al.
vorgenommen (Peterson et al. (2002)). Dabei konnte eine deutlich verringerte Hy-
bridisierungseffizienz von maximal 50% bei 25 Basen langen und mit 1 und 2 Fehl-
basen enthaltenden GS festgestellt werden, welche als Barriere bezeichnet wurde.
Mit komplementa¨ren Sequenzen konnte eine HE von 100% erreicht werden. Die Hy-
bridisierung von Mismatches stellte sich als weitaus komplexerer Prozess heraus, als
die Hybridisierung von komplementa¨ren Stra¨ngen, welcher mit einfachen Hybridisie-
rungsmodellen nicht zu erkla¨ren ist (Peterson et al. (2002)). Castelino et al. zeigte
eine ho¨here HE bei Basenfehlpaarungen, welche sich am Ende der GS-Sequenz be-
finden, als bei Basenfehlpaarungen, die inmitten der GS-Sequenz auftreten. Dieses
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Pha¨nomen wurde mit der Sto¨rung des Hybridisierungsprozesses erkla¨rt. Mit einer
verminderten Anzahl komplementa¨rer Basen innerhalb des komplementa¨ren Stran-
ges wird der Keimbildungsprozess der Hybridisierungsreaktion verhindert und die
nachfolgende
”
Reißverschlussreaktion“ zur Basenpaarung bleibt aus (Castelino et al.
(2005)). Aufgrund einer deutlich erho¨hten HE mit Basenfehlpaarungen bei einer Hy-
bridisierungsraktion in erwa¨rmtem Puffer schlossen Peterson et al. auf vera¨nderte
Bindungsenergien, welche bei Mismatch-Sequenzen zu einer schlechteren Hybridisie-
rungseffizienz fu¨hren (Peterson et al. (2002)). Anhand der Stabilita¨tsuntersuchungen
ist abzuleiten, dass das Hybrid mit Basenfehlpaarung instabiler als die Hybride mit
korrekten, d.h. komplementa¨ren Basenpaarungen ist. Eine Basenfehlpaarung scheint
also die Freisetzung hybridisierter GS zu beschleunigen. Generell bleiben die Men-
genverha¨ltnisse fu¨r Hybride von AS mit GS25, GS20 und GS25/3F im Zeitverlauf nach
der Hybridisierung gleich. Aufgrund der a¨hnlichen Verla¨ufe der Stabilita¨tskurven (s.
Abb. 18 und 19) fu¨r die Hybride der AS mit GS25 und GS20 wird angenommen, dass
La¨ngenunterschiede der Hybride von wenigen Basen die Stabilita¨t nicht beeinflus-
sen. Deutlich la¨ngere Hybride ko¨nnten sich dabei bezu¨glich deren Stabilita¨t deutlich
von den hier eingesetzten Hybridla¨ngen (20 und 25 bp) unterscheiden. Außerdem
unterscheiden sich die Stabilita¨ten von Hybriden, die sich in Lo¨sung befinden von
Hybriden, die an Oberfla¨chen gekoppelt sind. Hybride, die auf dicht mit AS be-
schichteten Oberfla¨chen gebildet wurden, sind a¨hnlich stabil, wie Hybride die auf
weniger dicht mit AS beschichteten Oberfla¨chen gebildet wurden (s. Abb. 18 und
19). Die Menge der immobilisierten AS scheint fu¨r die Hybridstabilita¨t keine Rolle
zu spielen. Die Option der Basenfahlpaarung kann eingesetzt werden, um verschie-
dene Freisetzungskinetiken einzustellen. Die Freisetzungskinetik von GS wird durch
Fehlbasenpaarungen im Hybrid gegenu¨ber komplemnta¨ren Hybriden beschleunigt.
6.3 Modifizierung der Bedingungen zur Hybridisierung
Auch mit der A¨nderung der Hybridisierungsbedingungen lassen sich unterschiedliche
Absoluthybridmengen mit GS25 realisieren. Der Temperatureinfluss auf den Prozess
der Hybridbildung spielt eine wichtige Rolle. Eine physiologische Temperatur zeigt
bereits erho¨hte Hybridmengen gegenu¨ber dem Standard-Protokoll (RT), eine wei-
tere Steigerung der Umgebungstemperatur auf 60◦C hingegen scheint den Hybridi-
sierungsprozess weiter zu begu¨nstigen. Die Temperaturerho¨hung auf 60◦C konnte
die Hybridisierungseffizienz steigern Dabei ist zu bemerken, dass eine A¨nderung der
Umgebungstemperatur wa¨hrend der Hybridisierungsreaktion besondere Probenbe-
handlung mit sich bringt. Die Arbeitsgruppe um Peterson fand einen signifikanten
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Effekt auf die Hybridisierungseffizienz heraus, wenn die Probenoberfla¨che vor der
Hybridisierung erhitzt wird (Peterson et al. (2001)). In neueren Untersuchungen er-
hitzt die Gruppe ihre mit ssDNS immobilisierten Goldoberfla¨chen standardma¨ßig
auf 60◦C, bevor die Hybridisierung stattfindet (Peterson et al. (2002)). Die eigenen
Experimente konnten daher die Ergebnisse von Peterson et al. (2002) besta¨tigen. Die
Stabilita¨t der gebildeten Hybride wurde durch die Erhitzung auf 60◦C nicht erho¨ht,
jedoch bleibt die Absolutmenge des gebildeten Hybrids auch nach der Hybridisie-
rung ho¨her als die Absolutmenge im Standardprotokoll bei der Hybridisierung bei
RT. Die Hybridmenge, die bei 37◦C gebildet wurde, ist weniger stabil im Vergleich
zum Standardprotokoll.
PBS-Lo¨sungen mit modifiziertem kaliumgehlat bzw. unterschiedlicher Ionensta¨rke
zur Hybridisierung zeigen geringe Unterschiede im Hybridisierungsverhalten. Eine
Konzentration von 1 mmol/l MgCl2 der Gegenstranglo¨sung erweist sich als a¨ußerst
wirkungsvolle Methode, um die Absolutmenge an Hybrid zu steigern. Diese Fest-
stellung konnte neben GS25 auch fu¨r GS20 und GS25/3F beobachtet werden. Der
Effekt des Magnesiums fu¨hrte zu gleichen Belegungsdcihten von GS25 und GS20.
Fu¨r GS25/3F wurde eine a¨hnlich hohe Menge Hybrid wie fu¨r GS25 ohne MgCl2 ge-
bildet. Eine erho¨hte Menge an Absoluthybrid wurde auch auf einer dichter mit AS
belegten Oberfla¨che (18,5 pmol/cm2) erhalten. Castelino et al. konnten ebenfalls eine
Erho¨hung der HE durch steigende Ionensta¨rke feststellen (Castelino et al. (2005)).
In Untersuchungen fu¨r DNA-basierte Assays werden Mg-Ionen zur Neutralisation
der Abstoßungskra¨fte besonders dicht gepackter der dsDNS (double stranded) auf
der Goldoberfla¨che verwendet (Boon et al. (2002)).
Nach einer Desorption in PBS hingegen spielt das zweiwertige Magnesiumsalz offen-
sichtlich keine Rolle mehr. Die Stabilita¨t des Hybrids wird insgesamt herabgesetzt.
Bereits nach 2 h Desorption war die Absolutmenge an Hybrid bei allen untersuch-
ten Zusta¨nde unter der Hybridmenge der jeweils ohne MgCl2 verwendeten GS. Die
Desorptionslo¨sung entha¨lt kein MgCl2, daher wird angenommen, dass das Mg-Salz
aus den DNS-Stra¨ngen herausgelo¨st wird. Da eine physiologische Umgebung nicht
frei von Mg-Ionen sein muss, kann in vivo eine andere Freisetzung von MgCl2 statt-
finden und sich auf die Freisetzungskinetik von GS auswirken. Pascal et al. haben
hingegen eine Stabilisierung verzweigter DNS-Motive durch Mg-Ionen in Lo¨sung fest-
stellen ko¨nnen (Pascal et al. (2012)). Die Wechselwirkung von Magnesium und DNS
in Lo¨sung und an Oberfla¨chen immobilisierter DNS unterscheidet sich offensichtlich.
MgCl2 nimmt einen Großteil der Hu¨rden zur Hybridisierung, wie die variierende GS-
Strangla¨nge, Basenfehlpaarungen oder eine zu dichte AS-Immobilisierung und damit
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verbundene Fehlhybridisierung in Form von Mehrfachhybrid. Angenommen wird ei-
ne Neutralisation der negativ geladenen ssDNS (Peterson et al. (2001)), was eine
Hybridisierung mit ebenfalls negativen GS erleichtert.
6.4 Sterilisierungsbedingungen
Es wurde herausgefunden, dass eine γ-Sterilisierung eine herabgesetzte Hybridisie-
rungsfa¨higkeit der AS zur Folge hat (s. Abb. 20). Reichert gruppiert in ihrer Ar-
beit DNS-Vera¨nderungen, die durch die Gammasterilisierung auftreten, wie folgt:
(1) Abtrennungen von Basen, (2) molekulare Anlagerungen und (3) Strangbru¨che.
Dabei kann zwischen direkten (Ionisierung der DNS) und indirekten Effekten (Reak-
tion von DNS mit Radikalen) unterschieden werden. In ihrer Arbeit wurden bereits
Untersuchungen zum Schutz der immobilisierten AS wa¨hrend der Sterilisierung un-
tersucht, wobei der Einsatz von Opferstra¨ngen als Radikalfa¨nger besonders effektiv
wirkte (Reichert (2013)).
In eigenen Versuchen wurden verschiedene Vorbereitungen der Proben getroffen,
um die immobilisierten AS bei der Sterilisierung zu schu¨tzen. Die Proben wer-
den nach der AS-Immobilisierung sterilisiert. Dafu¨r werden diese in einer alumini-
umbeschichteten Sterilisierungspackung eingeschweißt. Die Aluminiumbeschichtung
schließt Lichteinfall aus, sodass keine photokatalytische Reaktionen wa¨hrend des
Transports und des Sterilisierungsprozesses selbst auftreten ko¨nnen. Das Einschwei-
ßen erfolgt stets nach einer Trocknung u¨ber Phosphorpentoxid und unter Argonat-
mospha¨re, um das Vorhandensein von Sauer- oder Wasserstoff in der Umgebung zu
und das Ionisierungspotenial der Oligonukleotide zu verringern. Im Standardproto-
koll findet das Einschweißen der Proben in einem Glovebag statt. Dieser Einschweiß-
prozess stellt sich in der Durchfu¨hrung als kompliziert dar, da die Proben mo¨glichst
unversehrt und unter Lichtausschluss in die Sterilisierungspackung versetzt werden
sollen. Als Alternative zum Glovebag wurden Probenstu¨cke in einer Argon befu¨llten
Handschuhbox transferiert. Diese bietet vor allem den Vorteil kontrollierbarer Um-
gebungsbedingungen, wie der Luftfeuchtigkeit und dem Sauerstoffgehalt. Als weitere
Schutzmo¨glichkeit wurde der Einsatz von Opferstra¨ngen untersucht, welche anstelle
der AS ionisiert werden ko¨nnen. Eine Modifizierung der Probenvorbehandlung konn-
te keinen Schutz der AS erzielt werden. Von keiner der untersuchten Methoden ist
eine deutliche Verbesserung der Hybridisierbarkeit der AS abzuleiten. Jedoch konn-
te eine Notwendigkeit der Trocknungs- und Einschweiß-Prozedur besta¨tigt werden.
Der Einsatz von 1 mmol/l MgCl2 in der Hybridisierungslo¨sung kann jedoch auch
hier zu einer Verbesserung der Hybridisierung fu¨hren.
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Nicht nur die initiale Hybridmenge konnte erho¨ht werden, auch die Hybridmengen im
gesamten Desorptionsverlauf sind den Hybridmengen ohne MgCl2 gegenu¨ber erho¨ht.
Mo¨glich ist auch hier, dass die durch die Sterilisierung entstandenen Scha¨den der
DNS durch die Wechselwirkungen mit MgCl2 u¨berbru¨ckt werden ko¨nnen, sodass sich
der Gegenstrang anlagern kann und die Belegungsdichte mit GS erho¨ht wird. Zudem
konnte eine leichte Verbesserung der Hybridstabilita¨t auf sterilen Probenstu¨cken, vor
allem bei GS20, festgestellt werden.
Die Methode der Verwendung von OS, welcher nach der anodischen Polarisation auf
die immobilisierten AS gegeben wird, ist im Verha¨ltnis zum Ergebnis eher unvorteil-
haft, da vor allem viel Oligonukleotid-Material verbraucht wird. Die Optimierung
der Verwendung der Handschuhbox hingegen kann sich als eine alternative Metho-
de zum Glovebag auszahlen. In Kombination mit dem Zusatz von MgCl2 kann das
Problem der verminderten Hybridbildung durch Sterilisierungsscha¨den der Anker-
stra¨nge teilweise ausgeglichen werden.
6.5 Einflussfaktoren
In diesem Kapitel sollen prinzipielle Einflussfaktoren und mo¨gliche Schwierigkeiten
des untersuchten Immobilisierungssystems genannt werden.
Allgemein ha¨ngt der partielle Einbau der AS, und damit auch deren Zuga¨nglichkeit
der GS fu¨r die Hybridisierung, von dem Umfang der Oxidschichtverdickung wa¨hrend
der anodischen Oxidation ab. Die Verdickung der Oxidschicht kann durch Parame-
ter wie der Stromdichte und dem Abschaltpotential kontrolliert werden. In den vor-
gestellten Versuchen wurden diese Parameter konstant gehalten. Dennoch konnte
festgestellt werden, dass die Dauer zum Erreichen des Abschaltpotentials teilweise
variierte. Fu¨r die Dauer der Polarisation ist die Potentialdifferenz zwischen Start-
und Abschaltpotential entscheidend. Die Polarisationsdauer beeinflusst die Oxid-
schichtdicke. Die Experimente wurden mit sandgestrahlten und gea¨tzten Proben
durchgefu¨hrt. Wie in den Rasterelektronischen Aufnahmen (s. Abb. 5) erkennbar,
ist die Oberfla¨che wabenartig strukturiert. Diese Feinstruktur variiert mit jeder Ti-
tanprobe und beeinflusst damit die Gro¨ße der Oberfla¨che. Damit a¨ndert sich auch
das Startpotential der Polarisation. Eine Variation der Anodisierungszeit kann auch
von dem Alter und der Position des Stromschlu¨ssels oder einzelner Gegenelektro-
den abha¨ngen. Beutner (2011) beschreibt als Schwachstellen der Oxidschicht die
Durchstoßstellen immobilisierter AS. Vorgescha¨digte AS, deren Bruchstelle sich im
Oxid befindet sowie eine geringe Einbautiefe von AS kann dazu fu¨hren, dass die
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Oligonukleotide leicht herausgelo¨st werden und die Belegungsdichte verringert wird
(Beutner (2011)).
Weiterhin ko¨nnen die Hybridisierungssequenzen der AS durch die Fotoaktivita¨t des
Titanoxids gescha¨digt werden. Durch gro¨ßtmo¨glichen Lichtausschluss wa¨hrend der
Versuche und Messungen sowie bei Lagerung und Inkubation der Proben in Desorp-
tionslo¨sung wurde versucht eine Scha¨digung der ODNs zu verringern. Aufgrund
logistischer Umsta¨nde konnte ein Kontakt der Proben mit Tageslicht nicht vo¨llig
ausgeschlossen werden.
Außerdem konnten Unterschiede in der Trocknungsdauer der Proben nach einer
AS-Beschichtung festgestellt werden. Ursachen dafu¨r sind A¨nderungen der Umge-
bungstemperatur oder Luftfeuchtigkeit. Die Dauer des Wasserentzugs von Proben
kann Einflu¨sse auf die a¨ußere Oxidschicht und darin verankerte Oligonukleotide ha-
ben. Immobilisierte Ankerstra¨nge auf den Proben unterliegen damit verschiedenen
Umordnungsprozessen und Konformationsa¨nderungen, was zu unterschiedlich star-
ken mechanischen Belastungen und Scha¨digungen der Stra¨nge fu¨hrt.
Allgemein unterliegt das untersuchte Immobilisierungssystem mehreren Einflu¨ssen,
welche A¨nderungen der Belegungsdichte und Intaktheit der Hybridisierungssequen-
zen zur Folge haben. Es empfiehlt sich daher, zusammenha¨ngende Versuchsreihen in
einer Charge durchzufu¨hren. Dennoch sind weitere Standardisierungen des Immo-
bilisierungssystems zu empfehlen. Eine konstante Luftfeuchtigkeit und Temperatur
wa¨hrend der Trocknung der AS ko¨nnen einheitliche Konformationen der Stra¨nge
ermo¨glichen, und somit vergleichbare Voraussetzungen fu¨r die Hybridisierung ge-
schaffen werden. Da gezeigt wurde, dass Temperatura¨nderungen die HE beeinflussen
ko¨nnen, sollte auch bei Hybridisierungsversuchen bei konstanten und immer gleichen
Temperaturen gearbeitet werden. Weiterhin ist es sinnvoll, unter denselben Belich-
tungsbedingungen zu arbeiten, da dabei die Scha¨digungen der AS verschiedener
Beschichtungschargen als nahezu gleichartig betrachtet werden ko¨nnen.
Ein Austrockenen der Hybridisierungslo¨sung muss beim Einsatz hoher Tempera-
turen dringend verhindert werden, was durch Vorhandensein von Wasser in Pro-
benna¨he teilweise gewa¨hrleistet werden kann. Zudem sollte weiterhin ein Lichtaus-
schluss gewa¨hrleistet werden.
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Titan ist ein vielfa¨ltiger Werkstoff und wird aufgrund seinem gu¨nstigen Korrosions-
verhalten und seinen vorteilhaften mechanischen Eigenschaften bereits als Implan-
tatmaterial eingesetzt. Dennoch werden ku¨nstliche Implantate nicht ausreichend in
das natu¨rliche Gewebe integriert, wodurch vermehrt Implantatrevisionen auftreten
ko¨nnen. Um die Adha¨sion knochenbildender Zellen (Osteoblasten) spezifisch zu be-
einflussen und damit die Integrita¨t von Knochenimplantaten zu verbessern, soll an
Titanoberfla¨chen ein modulares Freisetzungssystem von Wachstumsfaktoren reali-
siert werden. Die regioselektive Immobilisierung von Oligonukleotiden durch partiel-
len Einbau in anodisch verdickte Oxidschichten auf Titanwerkstoffen soll das Prinzip
der Doppelstrangbindung von DNS zur reversiblen Kopplung von Wachstumsfakto-
ren nutzen.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, den partiellen Einbau von AS zu untersu-
chen und eine Methode zur Verbesserung der Hybridisierbarkeit der Stra¨nge zu her-
auszufinden. Im Hinblick auf eine zuku¨nftige patientenspezifische Anpassung des Sy-
stems wurde ein weiteres Ziel dieser Arbeit verfolgt, indem das Hybridisierungs- und
Freisetzungsverhalten von Gegenstra¨ngen charakterisiert wurde. Dazu wurden die
Belegungsdichten und Freisetzungskinetiken verschiedener GS (25 mer, 20 mer und
25 mer mit drei Fehlbasen) untersucht und Hybridisierungen bei modifizierten Be-
dingungen (Temperatur und Puffer) durchgefu¨hrt. Weiterhin sollte die Scha¨digung
immobilisierter AS auf der Probe bei einer notwendigen Sterilisierung des Systems
vermindert werden. Daher wurden die Proben auf unterschiedliche Arten auf den
Sterilisierungsvorgang vorbereitet und anhand von Hybridisierungsexperimenten auf
deren Wirkung untersucht.
Um einen Schutz der Hybridisierungsbereiche der AS vor Interaktion mit der Ober-
fla¨che zu erreichen, wurde eine kurze Spacersequenz eingefu¨hrt und mit dem AS ko-
immobilisiert. Entgegen anfa¨nglicher Erwartungen konnte gezeigt werden, dass der
AS bei gleichzeitiger Adsorption und anschließender Immobilisierung gleicher Ko-
nezntrationen von AS und Spacer auf der Oberfla¨che dominiert und der Spacer nicht
zu einer verbesserten HE fu¨hrt. Die Affinita¨t des AS ist auch bei einem Verha¨ltnis
von AS und Spacer von 1:3 ho¨her. Eine Vorbelegung der Oberfla¨che mit Spacer, ge-
folgt von einer Adsorption von AS und der anschließenden Immobilisierung konnte
zu einer deutlich erho¨hten HE fu¨hren. Ein Schutz der AS konnte erreicht werden.
Es wird angenommen, dass vorgelegte Spacermoleku¨le die Interaktion von AS mit
der Oberfla¨che verhindern, oder die AS ra¨umlich voneinander trennen, sodass die
Hybridbildung mit GS verbessert wird. In Bezug auf die eingesetzte Menge der AS
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und dem beno¨tigten Zeitaufwand konnte jedoch keine absolute Verbesserung des
Immobilisierungssystems herbeigefu¨hrt werden.
Durch den Vergleich der absoluten Hybridmengen und der Freisetzung verschiedener
Gegenstra¨nge konnte ein Schritt in Richtung des in Aussicht gestellten Ziels der pa-
tientenspezifischen Implantatbeschichtung getan werden. Es konnte herausgefunden
werden, dass eine um 5 mer verku¨rzte GS-Sequenz die HE erho¨ht und eine Sequenz
mit Basenfehlpaarungen die HE herabsetzt. Weiterhin kann der Einsatz von MgCl2
die negativen Ladungen der DNS neutralisieren und somit Absolutmenge von Hy-
brid generell erho¨hen. Auch herabgesetzte HE bei Basenfehlpaarungen ko¨nnen dabei
ausgeglichen werden. Eine Erho¨hung der Hybridisierungstemperatur hat ebenfalls
erho¨hte Hybridmengen zur Folge. Eine verlangsamte Freisetzung von GS und eine
erho¨hte Stabilita¨t des Hybrids konnte bei 37◦C nicht erzielt werden. Bei 60◦C wurde
die Stabilita¨t bei RT erhalten, aber die Absolutmenge an Hybrid erho¨ht. Allerdings
ko¨nnen Wirkstoffe nicht bei 60◦ hybridisiert werden. Jedoch wurde die Stabilita¨t
des Hybrids bei Verwendung von MgCl2 herabgesetzt. Dies kann an der Freisetzung
des Magnesiums durch eine Mg-freie Desorptionsumgebung liegen. Hybride mit Ba-
senfehlpaarungen zeigten gegenu¨ber Hybriden mit komplementa¨ren Sequenzen eine
geringere Stabilita¨t. Außerdem konnte gezeigt werden, dass eine Variation der Be-
legungsdichte mit AS die absolute Hybridmenge auf der Probe beeinflussen kann.
Verbesserungen der Hybridisierungsfa¨higkeit von AS nach der Sterilisierung konn-
ten nicht erzielt werden. Es konnte aber besta¨tigt werden, dass eine Trocknung der
immobilisierten AS mit Argon erfolgen sollte, bevor die Proben fu¨r den Sterilisie-
rungsprozess verpackt werden.
Zusammenfassend wurde das Ziel erreicht und es konnten Erkenntnisse zur Entwick-
lung des elektrochemisch gestu¨tzten Immobilisierungssystems von Ankerstra¨ngen
zur Biofunktionalisierung der Titanoberfla¨che gewonnen werden. Fu¨r die Optimie-
rung des Systems sollten zuku¨nftig Einflu¨sse der Umgebung und damit verbunde-
ne Scha¨digungsprozesse minimiert werden. Nur so kann die Vergleichbarkeit der
Proben und Immobilisierungs- sowie Hybridisierungsdaten einzelner Versuchsreihen
gewa¨hrleistet werden. Dafu¨r ist eine weitere Standarisierung des Systems notwendig.
Auf eine einheitliche Luftfeuchtigkeit und Temperatur wa¨hrend der Trocknung der
Ankerstra¨nge nach dem Immobilisierungsprozess sollte fokussiert werden. Zudem ist
eine gleichbleibende Beleuchtungssituation wa¨hrend der Versuche erforderlich.
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Titanium is a versatile material and because of its favorable corrosion behavior and
advantageous mechanical properties, it is widely used as a bone implant material.
However, these artificial implants often fail to integrate with the native tissues and
results in less desirable patient outcome. Specifically in order to influence the adhesi-
on behavior of bone-forming cells (osteoblasts), thus improving the biocompatibility
of bone implants, a modular delivery system of growth factors on titanium surfaces
need to be created. The regioselective immobilization of oligonucleotides, by partial
incorporation in anodic thickened oxide layers on titanium surfaces, uses the basic
principle of DNA complementarity to achieve reversible coupling of growth factors.
The aim of this study was to investigate the optimum conditions for partial incorpo-
ration of anchor strands (AS) on titanium surfaces and improving the hybridization
capacity. With regards to future patient-specific adaptation, another goal of this
work was to characterise the hybridization and release behavior of complementary
strands. Furthermore, damages to surface-immobilized anchor strands after steriliza-
tion should be reduced. Therefore, the samples were treated by different preparations
prior to the sterilization step and hybridization efficiency of the AS was subsequent-
ly examined. To prevent hybridization sequence of the AS from interacting with the
surface, a short spacer sequence was co-immobilized with the AS. Against initial
expectations, it was observed that the AS could still dominate in surface density,
if adsorption and subsequent immobilization of anchor strands and spacer was do-
ne concurrently. As a result, the spacer does not lead to improved hybridization
efficiency. In contrast, a significant increase in hybridization efficiency was achie-
ved when the titanium surface was pre-coated with spacer, followed by adsorption
and subsequent immobilization of AS; showing that protection of anchor strands is
achievable. Whether a spacer molecule prevents the AS from interacting with the
surface or spatially separated the AS from each other, it is assumed that such pro-
tective measures are necessary to promote hybridization of AS with complementary
strands. With respect to varying concentrations of AS and experimentation time,
no absolute improvement of the immobilization system could be achieved.
A step towards the future objective of implementing patient-specific implant coating
was made, by comparing the absolute concentration of hybrids and release behavi-
or of various com¬plementary strands. It was found that a 20-mer complementary
strand, instead of 25-mer, increases the hybridization efficiency and a sequence of
mismatched base pairs reduces the hybridization efficiency. Increasing the hybridi-
zation temperature, results in increased hybrid concentration. In addition, the use
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of MgCl2 can neutralize the negative charges of the DNA, and therefore generally
increase the absolute concentration of hybrids. However, the stability of hybrids was
reduced with the use of MgCl2and the reasons are not clear. Also hybridisation of
mismatch base pairings with MgCl2 are negligible. A slowed release of complemen-
tary strands was implemented to increase stability of hybrids, but have shown no
effects. Comparing hybrids with mismatched base pairings and hybrids with com-
plementary sequences, the mismatched sequences show a lower stability. It was also
shown that a variation in coverage of anchor strands on sample surface can affect the
absolute hybrid concentration. Improvements regarding the ability to hybridise the
anchor strands after the sterilization step could not be obtained. It was confirmed,
however, that drying the immobilized AS should be done with argon before the
samples are packaged for sterilization process. In summary, the goal was achieved
and important insights into the development of electrochemically-based immobili-
zation system carrying oligonucleotide anchor strands for bio-functionalisation of
titanium surfaces was gained. For future experiments, optimisation of the system
regarding natural environmental influences and associated damage processes should
be minimized. This arrangement could guarantee the comparability of samples, espe-
cially the immobilization and hybridization data of individual trials. Therefore, a
further standardisation of the system is necessary. Furthermore, uniform tempera-
ture and humidity during the drying process after immobilization of anchor strands
should also be focused and constant lighting conditions during the experiments are
necessary.
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Anhang
Anhang
A.1 Voruntersuchungen des Ankerstrangs
Abbildung 24: Abha¨ngigkeit der Belegungsdichte an AS von der eingesetzten
Ankerstrang-Konzentration in der Immobilisierungslo¨sung. (n=9)
Abbildung 25: Kinetik Belgungsdichte von AS bis zu 13 Tagen nach der Immobili-
sierung bei verschiedenen eingesetzten AS-Konzentrationen. Lagerung bei 37◦C in
Desorptions-Puffer. (n=9)
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A.2 Kinetik der Belegungsdichte bei sequentieller Adsorption
Abbildung 26: Kinetik der Belegungsdichte von Ankerstrang und Spacer. Je 0,4; 0,8
und 1,2 µmol/l AS wurden nach 0,2 µmol/l Spacer adsorbiert und anschließend
immobilisiert. Lagerung bei 37◦C in Desorptions-Puffer. (n=3)
Abbildung 27: Kinetik der Belegungsdichte von Ankerstrang und Spacer. Je 0,4; 0,8
und 1,2 µmol/l AS wurden nach 1,2 µmol/l Spacer adsorbiert und anschließend
immobilisiert Lagerung bei 37◦C in Desorptions-Puffer. (n=3)
X
Anhang
A.3 Kinetik des Hybrids bei sequentieller Adsorption
Abbildung 28: Kinetik der Belegungsdichte von GS25. 0,2 µmol/l Spacer wurden
vor dem AS (0,4; 0,8 und 1,2 µmol/l) adsorbiert und anschließend immobilisiert.
Lagerung bei 37◦C in Desorptions-Puffer. (n ≥ 3)
Abbildung 29: Kinetik der Belegungsdichte von GS25. 1,2 µmol/l Spacer wurden
vor dem AS (0,4; 0,8 und 1,2 µmol/l) adsorbiert und anschließend immobilisiert.
Lagerung bei 37◦C in Desorptions-Puffer. (n ≥ 3)
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